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1 ABSTRACT 
Hintergrund und Zielsetzung: Neuere experimentelle und klinische Daten 
widersprechen der gemeinhin anerkannten Tumor-supportiven Rolle des Stromas des 
pankreatischen duktalen Adenokarzinoms (PDAC). In unserer Studie wurde der 
Einfluss der Proliferation Stroma-produzierender pankreatischer Sternzellen (PSC) auf 
die Tumorbiologie beim Menschen sowie bei genetisch modifizierten Mausmodellen 
(GEMM) untersucht.  
Methoden: Das Gewebe von 72 PDAC-Patienten sowie von K-ras+/LSL-G12D Ptf1a+/Cre- 
(n=20) und von K-ras+/LSL-G12D p53fl Pft1a+/Cre- (n=41) Mäusen wurde hinsichtlich 
Tumor- und Sternzell-Proliferation, αSMA- und Periostin-Expression sowie 
Kollagenablagerung analysiert. Primäre humane pankreatische Sternzellen wurden 
verwendet, um die Korrelation von Sternzellproliferation und αSMA-Expression ex vivo 
zu verifizieren. Der Epithelial Stromal Proliferation Index (ESPI) wurde als das 
Verhältnis der Ki67-Expression von Tumorzellen zur Ki67-Expression von 
pankreatischen Sternzellen definiert. Für die Überlebenszeitanalysen wurde die 
Kaplan-Meier Methode verwendet. Ergebnisse wurden mit dem Log-Rank Test 
verglichen. Prognostische Faktoren wurden in einer multivariablen Analyse mittels 
Cox-Regressionsanalyse ermittelt.  
Ergebnisse: Die Proliferationsrate der Sternzellen spiegelt sowohl in humanem 
Gewebe als auch bei den Mausmodellen die der Tumorzellen wider. Beim Menschen 
weist die Proliferationsrate der PSCs eine signifikant inverse Korrelation mit ihrer 
αSMA-Expression auf. Bei Patienten mit einem ESPI ≤2 (28%) zeigt sich eine deutlich 
geringere αSMA-Expression und Kollagen-Ablagerung als bei Patienten mit einem 
ESPI >2. Die Patienten sind älter; sie weisen seltener Metastasen und häufiger gut 
differenzierte Tumoren auf, verbunden mit einem dreifach längeren Überleben (40 
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Monate vs 13 Monate, p=0.025). Mehr als 85% der K-ras+/LSL-G12D p53fl Ptf1a+/Cre-
Mäuse haben einen ESPI ≤2; GEMMs weisen weniger proliferative Tumoren mit 
geringerer αSMA- und Periostin-Expression und höherer Kollagenablagerung auf.  
Schlussfolgerungen: Die Beschaffenheit des Tumorstromas beim humanen PDAC 
ist nicht einheitlich. Bestimmte Ausprägungen können einen protektiven Effekt haben; 
eine antifibrotische Therapie wäre bei diesen Patienten somit kontraproduktiv. Bei 
Patienten, bei denen die Sternzellproliferation nicht mit der der Tumorzellen mithalten 
kann, sinkt das Überleben signifikant ab. Ein ESPI ≤2 ist ein neuer unabhängiger 
prognostischer Faktor beim PDAC. Zwischen humanem und murinem Stroma 
bestehen signifikante Unterschiede. Humane Tumore haben höhere 
Proliferationsraten und höhere ESPI als murine Tumoren. In Bezug auf das 
Tumorstroma beim PDAC können Ergebnisse an GEMMs somit nur eingeschränkt auf 
den Menschen übertragen werden.  
2 EINLEITUNG  10 
2 EINLEITUNG 
2.1 Epidemiologie und Klinik des Pankreaskarzinoms 
Bauchspeicheldrüsenkrebs ist eine der verheerendsten Diagnosen, die einem 
Patienten derzeit gestellt werden können. Insgesamt tritt die Erkrankung eher selten 
auf: Laut Zahlen des Robert-Koch Institutes erkranken in der Bundesrepublik 
Deutschland jährlich etwa 13 von 100.000 Menschen an einem Pankreaskarzinom 
(Robert-Koch Institut 2016). Dabei stieg die Inzidenzrate im Laufe der letzten zehn 
Jahre langsam an (Siegel, Miller et al. 2015).  
 
Abbildung 1 Die zehn häufigsten Malignomentitäten bezüglich Inzidenz und Todesfällen, nach 
Geschlechtern unterteilt, USA, 2015. Aus: Cancer Statistics, 2015 (Siegel et al. 2015). 
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Die Betroffenen haben nach Diagnosestellung eine sehr niedrige Lebenserwartung. 
Das mediane Gesamtüberleben liegt bei etwa 4-8 Monaten (Kleeff, Beckhove et al. 
2007, Giuliani, Piacentini et al. 2015). Dabei entspricht die Sterberate des 
Pankreaskarzinoms nahezu der Inzidenzrate (Bray, Ferlay et al. 2018). Abbildung 1 
veranschaulicht diesen Zusammenhang: In den USA liegt Bauchspeicheldrüsenkrebs 
bei Frauen auf Platz 8 der neu diagnostizierten Karzinome. Bei Männern liegt die 
Erkrankung derzeit auf Platz 11. Gleichzeitig ist das Pankreaskarzinom jedoch mit 7% 
aller Krebstodesfälle sowohl bei Frauen als auch bei Männern die vierthäufigste 
Krebstodesursache (Siegel, Miller et al. 2015). Dabei nahmen die Todesfälle durch 
Bauchspeicheldrüsenkrebs in den letzten Jahrzehnten stetig zu (Abbildung 2). Von 
2009 bis 2015 stieg die Rate bei Männern um 4%, bei Frauen um 5% an (Malvezzi, 
Bertuccio et al. 2015). Prognosen gehen von einer weiteren deutlichen Zunahme der 
durch Bauchspeicheldrüsenkrebs bedingten Todesfälle aus: Es wird angenommen, 
dass das Pankreaskarzinom noch vor 2030 zur zweithäufigsten Krebstodesursache  
aufsteigen wird (Rahib, Smith et al. 2014). Die Überlebensrate hat sich in den letzten 
40 Jahren im Gegensatz zu vielen anderen Krebserkrankungen, deren Prognose sich 
z.B. durch bessere Therapieoptionen oder gezielte Früherkennungsmaßnahmen 
besserte, nur leicht verbessert (Ferlay, Partensky et al. 2016, Bray, Ferlay et al. 2018). 
Seit 1975 stieg das 5-Jahres-Überleben von 3% auf 5-7% (Bosetti, Bertuccio et al. 
2012, Siegel, Miller et al. 2015, Siegel, Miller et al. 2018)
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Abbildung 2 Todesfälle durch maligne Erkrankungen in den USA im Verlauf von 1930 bis 2011. 
Aus: Cancer Statistics, 2015 (Siegel et al. 2015). 
 
Das Pankreaskarzinom ist charakterisiert durch seinen schnellen Progress, 
aggressive Invasion von umgebendem Gewebe und früher Metastasierung. Die 
Diagnose in frühen Stadien ist extrem schwierig. Zum Zeitpunkt der Diagnosestellung 
haben bereits 52% aller Patienten Fernmetastasen; in 29% bestehen regionale 
Lymphknotenmetastasen; nur in <10% der Fälle handelt es sich um eine lokalisierte 
Erkrankung (American Cancer Society 2015, Siegel, Miller et al. 2015). 
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Eine Ursache hierfür sind die sehr unspezifischen oder auch das gänzliche Fehlen von 
Symptomen in den initialen Stadien des Pankreaskarzinoms. Neuere Studien zeigen, 
dass das Neuauftreten eines Diabetes mellitus („New-onset“ Diabetes mellitus) eine 
frühe Manifestationsform des Pankreaskarzinoms darstellen kann (Chari, Leibson et 
al. 2008, Pannala, Leirness et al. 2008, Andersen, Korc et al. 2017). So wird bei etwa 
einem Prozent der Patienten mit New-onset Diabetes mellitus nach dem 50. 
Lebensjahr innerhalb von drei Jahren ein Pankreaskarzinom diagnostiziert (Sharma, 
Kandlakunta et al. 2018). Bislang wird die Erkrankung jedoch meist erst in 
fortgeschritteneren Stadien durch das Auftreten von klinischen Symptomen primär 
durch den raumfordernden Effekt bei steigender Tumorlast erkannt. Da die meisten 
Pankreaskarzinome im Pankreaskopf auftreten (ca. 75%), ist ein charakteristischer 
Hinweis auf die Erkrankung ein schmerzloser Ikterus durch Obstruktion der 
abführenden Gallengänge. Die betroffenen Patienten bemerken typischerweise eine 
Dunkelfärbung des Urins, Entfärbung des Stuhls, Juckreiz und eine veränderte 
Pigmentierung der Haut. Auch Gewichtsverlust ist eine typische Erscheinung bei 
Bauchspeicheldrüsenkrebs. Dieser kann dabei durch ein tumorbedingtes Anorexie-
Kachexie-Syndrom oder durch eine Malabsorption aufgrund der beeinträchtigten 
exokrinen Funktion des Pankreas entstehen, wobei typischerweise eine Steatorrhoe 
auftritt. Auch epigastrische Schmerzen sind ein klassisches Symptom des 
Pankreaskarzinoms, wobei die Spanne von leichtem dumpfen Schmerz bis hin zu 
stärksten Schmerzen reicht. Die Ausstrahlung des Schmerzes in den Rücken weist 
dabei auf ein fortgeschrittenes Tumorstadium mit Invasion des retroperitonealen 
Nervenplexus hin.  
Histologisch wird das Pankreaskarzinom in verschiedene Formen unterteilt, von denen 
das pankreatische duktale Adenokarzinom (PDAC) mit über 85% die mit Abstand 
häufigste Entität darstellt. Zu den selteneren epithelialen Neoplasien des exokrinen 
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Pankreas zählen unter anderem Azinuszellkarzinome, muzinöse oder seröse 
Zystadenokarzinome und intraduktale papillär-muzinöse Neoplasien (IPMN). 
Endokrine Pankreastumore sind sehr selten und machen nur 1-2% der Fälle aus. Am 
häufigsten sind Männer zwischen dem 60. und 80. Lebensjahr von der Erkrankung 
betroffen, wobei das Risiko mit zunehmendem Alter ansteigt.  
Über die Ätiologie der Krankheit ist bislang wenig bekannt. Der wichtigste bisher 
identifizierte Risikofaktor ist das Rauchen, das für ca. 30% der Fälle verantwortlich 
gemacht wird (Fuchs, Colditz et al. 1996, Bosetti, Bertuccio et al. 2012, Seufferlein, 
Porzner et al. 2013, Malvezzi, Bertuccio et al. 2015). Bei bis zu 10% der Patienten 
besteht eine positive Familienanamnese für Bauchspeicheldrüsenkrebs (Tersmette, 
Petersen et al. 2001). Adipositas (Michaud, Giovannucci et al. 2001), Diabetes 
(Everhart and Wright 1995, Li 2012), seltene erbliche Tumorsyndrome (Lynch and 
Fusaro 1991, Petersen, de Andrade et al. 2006, Greer, Whitcomb et al. 2007, Groen, 
Roos et al. 2008) und chronische Pankreatitis (Lowenfels, Maisonneuve et al. 1993, 
Lowenfels and Maisonneuve 2002, Malka, Hammel et al. 2002) sind weitere bekannte 
Risikofaktoren. 
Das Pankreaskarzinom wird nach TNM-Klassifikation eingeteilt (vgl. Tabelle 1). 
Therapie der Wahl ist die operative Resektion in Kombination mit Chemotherapie. Die 
Resektion ist aufgrund der häufig lokal fortgeschrittenen Befunde jedoch nur in 15-
20% der Fälle möglich ist (Li, Xie et al. 2004, Wagner, Redaelli et al. 2004). Bei einer 
Resektion im Gesunden (R0) besteht für den Patienten die größte Chance auf ein 
Langzeitüberleben (Wagner, Redaelli et al. 2004, Fusai, Warnaar et al. 2008, Hartwig, 
Hackert et al. 2011).  
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Tabelle 1: TNM-Staging des Pankreaskarzinoms. Aus TNM-Klassifikation maligner Tumoren 
(Wittekind 2010). 
T1 Tumor auf das Pankreas begrenzt, < 2 cm in größter Ausdehnung 
T2 Tumor auf das Pankreas begrenzt, > 2 cm in größter Ausdehnung 
T3 Ausbreitung jenseits des Pankreas, jedoch ohne Infiltration des Truncus coeliacus oder der 
A. mesenterica superior 
T4 Tumor infiltriert Truncus coeliacus oder A. mesenterica superior 
N0 Kein regionärer Lymphknotenbefall 
N1 Regionäre Lymphknotenmetastasen (Lymphknoten peripankreatisch, pankreatikoduodenal, pylorisch, 
am Milzhilus, proximal mesenterial und zöliakal) 
M0 Keine Fernmetastasen 
M1 Fernmetastasen (Leber, Lunge, Knochen, Gehirn) 
 
Das PDAC ist die einzige Tumorentität, bei der ein T3- von einem T4- Karzinom nicht durch die 
Infiltration in benachbarte Organe, sondern ausschließlich durch die Infiltration der großen arteriellen 
Gefäße (A. mesenterica superior und Truncus coeliacus) differenziert wird. Die Resektabilität, d. h. die 
Indikation zur chirurgischen Therapie und damit die Möglichkeit für eine signifikante 
Überlebensverbesserung, wird somit ausschließlich vom Gefäßbezug abhängig gemacht. 
 
Das mediane Überleben nach Operation wird derzeit jedoch ebenfalls nur mit 20 bis 
27 Monaten angegeben (Salem, Alfi et al. 2015, Yamamoto, Yagi et al. 2015). In über 
40% der Fälle tritt ein Lokalrezidiv mit oder ohne Nachweis einer Fernmetastasierung 
auf; in weiteren ca. 50% der Fälle werden Fernmetastasen detektiert (Oettle, Post et 
al. 2007). In palliativen Situationen werden Chemotherapie und vor allem in den USA 
auch Strahlentherapie eingesetzt, mit häufig jedoch nur geringem 
Therapieansprechen (Verslype, Van Cutsem et al. 2007). In den letzten Jahren wurden 
neue Kombinationstherapien entwickelt, beispielsweise FOLFIRINOX, eine 
Kombination aus 5-Fluorouracil, Folinsäure, Irinotecan und Oxaliplatin (Conroy, 
Desseigne et al. 2011, Gourgou-Bourgade, Bascoul-Mollevi et al. 2013). Diese 
Kombinationstherapien zeigten eine leichte Verbesserung des Überlebens, jedoch 
weiterhin mit 1-Jahres-Überlebensraten von unter 60% (Vaccaro, Sperduti et al. 2015, 
de Jesus, Camandaroba et al. 2018). 
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2.2 Pankreaskarzinogenese 
Analog zum Adenom-Karzinom-Modell des kolorektalen Karzinoms nach Vogelstein 
(Fearon and Vogelstein 1990) wird heute angenommen, dass die Entwicklung des 
Pankreaskarzinoms das Ergebnis einer schrittweisen Akkumulation von 
Genmutationen darstellt und über prämaligne Vorstufen verläuft (Cubilla and 
Fitzgerald 1976, Hruban, Goggins et al. 2000, Hidalgo 2010). Die mit in 74 - 100% am 
häufigsten vorkommende Mutation in PDACs ist die Aktivierung des Onkogens K-ras 
(Hruban, van Mansfeld et al. 1993, Dergham, Dugan et al. 1997). Häufig zeigen sich 
auch eine Inaktivierung der Tumorsuppressoren p16 (Hu, Watanabe et al. 1997), TP53 
(Li, Bhuiyan et al. 1998, Dong, Dong et al. 2007) und SMAD4 (Hua, Zhang et al. 2003) 
sowie eine Aktivierung von HER-2/neu (Dugan, Dergham et al. 1997, Safran, Steinhoff 
et al. 2001). Diese Mutationen in den Protoonko- und Tumorsuppressorgenen 
scheinen das regulatorische Gleichgewicht des Zellwachstums zu stören und somit 
maßgeblich an der Karzinogenese beteiligt zu sein. Im Jahr 2001 wurde vom National 
Cancer Institute (NCI) der Terminus „Pankreatische intraepitheliale Neoplasie“ (PanIN) 
für die prämalignen Vorstufen im duktalen Epithel des Pankreas eingeführt. PanIN-
Läsionen werden in die Grade 1 - 3 unterteilt, wobei PanIN 1 als Epithelläsionen ohne 
oder mit minimalen Atypien und PanIN 2 als Läsionen mit moderaten Atypien definiert 
werden. PanIN 3 Läsionen weisen bereits histopathologische Kriterien eines 
Carcinoma-in-situ mit nukleären Atypien, Verlust der Zellpolarität und gesteigerter 
Mitose auf (Kern, Hruban et al. 2001, Iacobuzio-Donahue, Velculescu et al. 2012). Die 
Basalmembran ist hier jedoch noch erhalten (Abbildung 3). In 30 – 50% der Fälle 
eines invasiven duktalen Pankreaskarzinoms sind PanIN 3 Läsionen nachweisbar 
(Hruban, Adsay et al. 2001, Hruban, Takaori et al. 2004). 
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Abbildung 3 Progressionsmodell für die Entstehung des Pankreaskarzinoms. Progression über 
eine schrittweise Akkumulation von Genmutationen von gesunden Zellen bis hin zu metastasierten 
Karzinomzellen. Bei PanIN 3 Läsionen ist die Basalmembran noch erhalten. Aus: Genetic basis of 
pancreas cancer development and progression: insights from whole-exome and whole-genome 
sequencing (Iacobuzio-Donahue, Velculescu et al. 2012), basierend auf einer Illustration von Bona Kim. 
 
 
2.3 Pankreatische Sternzellen und Tumormikroumgebung 
Pankreatische Stern- oder Stellatumzellen sind Vitamin A- speichernde Zellen mit 
langen zytoplasmatischen Ausläufern, die sich im normalen Pankreas hauptsächlich 
in den periazinären Arealen befinden und in nicht aktiviertem Zustand etwa 4% der 
Gesamtpopulation aller Pankreaszellen ausmachen. PSCs ähneln den hepatischen 
Sternzellen zellmorphologisch und funktionell und es wird angenommen, dass diese 
Zellen eine gemeinsame Vorläuferzelle haben (Erkan, Weis et al. 2010). 
Pankreatische Sternzellen stellen eine wichtige Komponente der 
Tumormikroumgebung beim Pankreaskarzinom dar. Die Freisetzung von 
Wachstumsfaktoren und Zytokinen als Folge einer Schädigung des Pankreas führt zu 
einem Verlust der charakteristischen Vitamin A enthaltenden Fetteinschlüsse im 
2 EINLEITUNG  18 
Zytoplasma sowie zu einer Transformation der PSCs zu sogenannten 
Myofibroblasten, welche durch die Expression von αSMA, Migration und die Synthese 
von Extrazellulärmatrix-Proteinen (u.a. Kollagen Typ 1, Kollagen Typ 3, Fibronektin 
und Hyaluronsäure) gekennzeichnet sind (Apte, Haber et al. 1998, Bachem, Schneider 
et al. 1998). Während bei der akuten Pankreatitis nur eine transiente Aktivierung der 
PSCs stattfindet, werden diese Zellen bei chronisch entzündlichen Prozessen sowie 
beim pankreatischen duktalen Adenokarzinom dauerhaft aktiviert, wodurch es zu einer 
überschießenden Bindegewebsablagerung kommt. Durch diese Fibrosierung sowie 
durch die Produktion von extrazellulären Matrixproteinen wird die Organfunktion 
insbesondere in den periazinären Bereichen deutlich gestört (Erkan, Reiser-Erkan et 
al. 2009, Samkharadze, Erkan et al. 2011). Es kommt zu einer zunehmenden 
Hyovaskularisierung und Hypoxie des Gewebes (Koong, Mehta et al. 2000). Eine 
solche ausgeprägte desmoplastische Reaktion des umgebenden Pankreasstromas ist 
typisch für das PDAC. Das Stroma macht beim PDAC den größten Teil der 
Tumormasse aus und das PDAC ist somit eine der stromareichsten Karzinomentitäten.  
Frühere Studien zeigten bereits die wichtige Rolle der Tumor-Mikroumgebung 
hinsichtlich der klinischen Manifestation des Tumors bei anderen Tumorentitäten wie 
dem Mammakarzinom (Cheng, Bhowmick et al. 2005) und dem Prostatakarzinom 
(Tuxhorn, Ayala et al. 2001). Es konnte gezeigt werden, dass sowohl von Zellen als 
auch von Proteinen der Extrazellulärmatrix ausgehende Signale einen Einfluss auf das 
Wachstum, die Invasion und die Angiogenese des Tumors haben. Ein solcher 
Zusammenhang wird auch beim Pankreaskarzinom angenommen: 2008 untersuchten 
Hwang et al. den Einfluss von humanen pankreatischen Sternzellen auf pankreatische 
Tumorzellen in vitro und in vivo bei einem orthotopen Mausmodell des 
Pankreaskarzinoms. In Abhängigkeit der Menge der applizierten Sternzellen erhöhten 
sich die primäre Tumorinzidenz, Tumorgröße, -proliferation, -metastasierung sowie 
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auch die Chemoresistenz (Hwang, Moore et al. 2008). Umfangreiche Daten weiterer 
Studien im Sinne von ex vivo- Beobachtungen, in vitro- Experimenten und 
Untersuchungen genetisch modifizierter Mausmodelle (GEMM) unterstützen diese 
These einer Tumor-supportiven Rolle der pankreatischen Sternzellen – u.a. durch 
Sekretion diverser Wachstumsfaktoren und Zytokine wie Epidermal growth factor 
(EGF), Matrix-Metalloproteinasen (MMP), Periostin, Kollagen Typ I und Platelet-
derived growth factor (PDGF) - sowie der Extrazellulärmatrix (Omary, Lugea et al. 
2007, Duner, Lopatko Lindman et al. 2010, Paron, Berchtold et al. 2011, Apte and 
Wilson 2012, Erkan, Hausmann et al. 2012, Kadaba, Birke et al. 2013, Mehner, Miller 
et al. 2014). Als ein weiterer wichtiger Mechanismus wird dabei die Beeinträchtigung 
der Blutversorgung des pankreatischen Gewebes durch mechanische Kompression 
der Gefäße durch die Anhäufung von ECM-Bestandteilen und Stromazellen 
angesehen (Gharibi, Adamian et al. 2016). Dies führt zum einen zu einem 
verminderten Anfluten von Chemotherapeutika im Tumorgewebe (Neesse, Michl et al. 
2011). Zum anderen kommt es durch die verminderte Vaskularisierung zu einer 
Anpassung des Metabolismus der Karzinomzellen an den Nährstoffmangel, was ihre 
Chemoresistenz und auch ihre Resistenz auf Radiotherapie erhöht (Erkan, Kleeff et 
al. 2005, Hiraoka, Ino et al. 2010, Le, Rajeshkumar et al. 2012). Zudem konnte gezeigt 
werden, dass ein solcher Nährstoffmangel beziehungsweise eine Minderperfusion 
auch die invasive Kapazität von Tumorzellen erhöht, wobei die genauen molekularen 
Mechanismen unklar sind; so nimmt die Metastasierung von Tumoren zu, wenn 
Tumorzellverbände zu groß für die lokale Gefäßperfusion werden (Erkan, Kurtoglu et 
al. 2016) (Erkan, Reiser-Erkan et al. 2012). Im Gegenzug scheinen 
Pankreaskarzinomzellen unter anderem durch die Produktion von Stroma-
modulierenden Wachstumsfaktoren (u.a. Transforming growth factor- β1 (TGF-β1), 
PDGF, Vascular endothelial growth factor (VEGF) und Fibroblast growth factor- 2 
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(FGF-2)) die Entstehung einer solchen Tumor-supportiven Mikroumgebung zu fördern 
(Mueller and Fusenig 2004, Erkan, Kleeff et al. 2007, Vonlaufen, Joshi et al. 2008, 
Duner, Lopatko Lindman et al. 2010). Die Interaktionen zwischen pankreatischen 
Karzinom- und Sternzellen stellen somit einen komplexen Mechanismus dar, welcher 
das Fortschreiten des Tumors bedeutend beeinflusst (Mueller and Fusenig 2004, 
Omary, Lugea et al. 2007).  
Viele Aspekte dieser Tumor-Stroma-Interaktion beim PDAC und ihre Auswirkungen 
auf das Tumorverhalten sind allerdings noch unklar. Einige, vor allem auch neuere 
Studien weisen darauf hin, dass das Stroma nicht in jedem Fall einen Tumor-
supportiven Faktor darstellt, sondern sich im Gegenteil sogar protektiv auswirken kann 
(Ozdemir, Pentcheva-Hoang et al. 2014). Ähnlich wie bei der Wundheilung entspricht 
die desmoplastische Reaktion beim PDAC einem Abwehrmechanismus des Körpers 
gegen das Karzinom; der Tumor wird abgekapselt, das lokale Wachstum wird 
gehemmt und das Karzinom somit besser resezierbar. Möglicherweise kann sogar die 
Konversion einer Vorläuferläsion zu einem invasiven Karzinom verhindert werden 
(Dvorak 1986, Bissell and Hines 2011, Lu, Weaver et al. 2012, Erkan 2013, Erkan 
2013, Ozdemir, Pentcheva-Hoang et al. 2014, Rhim, Oberstein et al. 2014). 
Auf die bislang vorherrschende These des generell Tumor-supportiven Stromas zielen 
viele neue Therapieansätze ab (vgl. Kapitel 2.5), jedoch zum Teil mit trotz 
vielversprechender experimenteller Daten enttäuschenden Resultaten in klinischen 
Studien (Erkan 2013, Rhim, Oberstein et al. 2014, Bahrami, Khazaei et al. 2017). So 
musste beispielsweise die erste Phase-II-Studie, die einen Sonic Hedgehog- Inhibitor 
zur Reduktion des Stromas beim PDAC einsetzte, auf Grund von erhöhter Mortalität 
im Therapiearm abgebrochen werden (Amakye, Jagani et al. 2013). Auch aktuell 
laufen klinische Studien an, die eine antifibrotische Therapie mit Chemotherapie 
kombinieren (Bahrami, Khazaei et al. 2017, Saung and Zheng 2017). Die tatsächliche 
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Rolle des Tumorstromas beim Pankreaskarzinom muss also dringend geklärt werden, 
damit Therapieansätze entsprechend angepasst werden können. Auch müssen die 
Ursachen für die diskrepanten Ergebnisse zwischen experimentellen Daten und 
klinischen Untersuchungen weiter abgeklärt werden.  
 
2.4 Genetisch modifizierte Mausmodelle (GEMM) 
Obwohl die genetischen und molekularen Mechanismen beim Pankreaskarzinom 
immer besser verstanden werden, hat sich das Überlebens-Outcome bei den 
betroffenen Patienten bislang nur wenig verbessert. Diese Situation liegt zum Teil auch 
darin begründet, dass die Methoden, das PDAC präklinisch im Labor zu simulieren, 
nicht ausreichend mit den realen Gegebenheiten übereinstimmen. In den letzten 
Jahren wurden einige Tiermodelle für das Pankreaskarzinom entwickelt, welche 
sowohl die genetischen als auch die morphologischen Veränderungen aufweisen, die 
zur Entwicklung eines PDAC führen (Mazur, Herner et al. 2015). Diese Modelle werden 
zunehmend dazu verwendet, die Krankheitsentstehung zu untersuchen, und um 
diagnostische und therapeutische Ansätze zu charakterisieren und zu validieren 
(Mazur, Herner et al. 2015). Als State-of-the-art werden dabei aktuell genetisch 
modifizierte Mausmodelle (GEMM) und Patient-derived Xenograft (PDX)- Modelle 
angesehen, welche einige Aspekte der Erkrankung am besten rekapitulieren 
(Abbildung 4).  
Bei den genetisch modifizierten Mausmodellen (GEMM) wurde initial eine einfache 
transgene Expression von Onkogenen angewendet. Neuere Modelle verwenden unter 
anderem die Cre-Lox Technologie, um gewebsspezifische Knockout-Mäuse mit 
Compound-Mutationen zu erzeugen. Dabei können Pankreas-spezifisch bestimmte 
Gene, die mit dem humanen PDAC assoziiert werden, aktiviert oder inaktiviert werden. 
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Die meisten GEMMs basieren auf der Aktivierung des K-ras- Onkogens, das in über 
95% der humanen PDACs nachgewiesen werden kann (Tuveson, Shaw et al. 2004, 
Mazur, Herner et al. 2015). Zwischenzeitlich wurde ein Spektrum verschiedener Gene 
untersucht, die modifiziert werden können, um verschiedene Aspekte des humanen 
PDAC nachzuahmen. Dabei wird versucht, durch Modifizieren von Latenz, 
Aggressivität, Progression und anderen Faktoren spezifische Formen des 
Pankreaskarzinoms wie undifferenzierte und differenzierte PDACs oder PanIN- 
Läsionen nachzuempfinden. Therapeutische und präventive Ansätze können so in 
verschiedenen Stadien der Tumorentwicklung untersucht werden (Guerra and 
Barbacid 2013, Gopinathan, Morton et al. 2015).  
 
 
 
 
Abbildung 4 Mausmodelle des Pankreaskarzinoms. Genetisch modifizierte Mausmodelle und 
Xenograft Modelle sind derzeit State-of-the-art und scheinen das humane PDAC am besten zu 
rekapitulieren. Die in grau dargestellten Modelle werden seltener verwendet (Mazur, Herner et al. 2015). 
Aus: Mouse Models of Cancer: Methods and Protocols, Methods in Molecular Biology, vol. 1267 (Robert 
Eferl and Emilio Casanova (eds.) 2015).
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Bei Xenograft-Modellen werden meistens kultivierte humane Pankreaskrebszellen 
typischerweise heterotop (in den meisten Fällen subcutan) in immundefiziente Mäuse 
implantiert („indirektes Xenograft-Modell“). Dabei können isolierte genetische 
Entwicklungen in vivo dargestellt werden, die gesamte Komplexität der Tumoren und 
ihrer Mikroumgebung wird jedoch nicht erfasst. Um dies besser nachzuempfinden, 
können Tumorzellen orthotop in das murine Pankreas implantiert werden. Dennoch 
sagen indirekte Xenograft-Modelle die Wirksamkeit von neuen Therapeutika beim 
PDAC inkonsistent voraus (Voskoglou-Nomikos, Pater et al. 2003, Van Cutsem, van 
de Velde et al. 2004). Bei Patient-derived Xenograft (PDX)- Modellen wird humanes 
Tumorgewebe direkt von Patienten orthotop oder heterotop in immundefiziente Mäuse 
implantiert. Das Vorliegen von humanem PDAC ist dabei ein wichtiger Vorteil der 
Methode. Ein großer Nachteil ist jedoch das Fehlen einer Immunreaktion bei den 
immunsupprimierten Mäusen und somit die fehlende Interaktion zwischen Immun- und 
Tumorzellen mit dem daraus resultierenden Einfluss auf die Tumorentwicklung.  
Bei der chemisch induzierten Kanzerogenese in Tiermodellen werden Substanzen wie 
z.B. Dimethylbenzoanthracen (DMBA) eingesetzt, um PDAC zu induzieren. Beim 
RCAS-TVA- Modell wird aviäre retrovirale Transduktion angewendet, um eine 
somatische Aktivierung der Onkogenexpression im Pankreas zu erzielen (Lewis, 
Klimstra et al. 2003, Seidler, Schmidt et al. 2008). Die beiden letztgenannten Verfahren 
(siehe Abbildung 4 in grau) werden weniger häufig angewendet.  
 
2.5 Therapie 
Beim PDAC handelt es sich bei Diagnosestellung in etwa 15 - 20% der Fälle um eine 
in kurativer Intention operable Erkrankung (Neoptolemos, Stocken et al. 2004, Gong, 
Tuli et al. 2016), wobei die chirurgische Resektion in Kombination mit Chemotherapie 
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dabei auch die einzig mögliche kurative Therapie darstellt. Die Standardverfahren sind 
die Pankreatikoduodenektomie (Whipple-Verfahren) mit Lymphonodektomie und die 
Pankreaslinksresektion mit Splenektomie bei Tumoren des Pankreaskopfes 
beziehungsweise des Pankreaskörpers oder –schwanzes (Evans, Farnell et al. 2009, 
Hidalgo 2010, Ryan, Hong et al. 2014). Weitere Verfahren sind die totale 
Pankreatektomie, die bei Hauptgang- IPMN erfolgen kann, und die Enukleation, die 
gewöhnlich bei neuroendokrinen Tumoren des Pankreas angewendet wird. Alle diese 
Operationsverfahren können entweder als offener Eingriff oder mittels 
laparoskopischer bzw. Roboter-assistierter minimal-invasiver Technik durchgeführt 
werden.  
Die Durchführung einer adjuvanten Chemotherapie erhöht die Überlebensraten im 
Vergleich zu einer alleinigen Operation bei mikroskopisch tumorfreiem Resektionsrand 
(R0- Resektion) signifikant – im Schnitt um 7 Monate (Herman, Swartz et al. 2008, 
Oettle, Neuhaus et al. 2013). Bei R1- Resektion ist dieser Effekt deutlich weniger 
ausgeprägt (Boeck, Ankerst et al. 2007, Ren, Xu et al. 2012, Liao, Chien et al. 2013, 
Yu, Zhong et al. 2015).   
Die hauptsächlich zum Einsatz kommenden konventionellen Chemotherapeutika 
sowohl im neoadjuvanten und im adjuvanten Setting sowie auch in fortgeschrittenen 
Stadien sind Gemcitabin, 5-Fluoruracil, Cisplatin, Capecitabin, Oxaliplatin und 
Irinotecan (Tempero, Malafa et al. 2017). Die Gemcitabin-Monotherapie stellte mit 
vergleichsweise geringen Nebenwirkungen lange die Therapie der Wahl in der 
adjuvanten Situation dar (Burris, Moore et al. 1997). 2016 zeigten die Daten der 
ESPAC-4-Studie, einer internationalen Multicenterstudie, einen signifikanten 
Überlebensvorteil bei adjuvanter Kombinationstherapie von Gemcitabin mit 
Capecitabin im Vergleich zur Monotherapie mit Gemcitabin (28,0 vs. 25,5 Monate) 
(Neoptolemos, Palmer et al. 2017).  
2 EINLEITUNG  25 
Die Ansprechraten auf diese Therapeutika sind allerdings gering; so zeigte sich in den 
meisten großen klinischen Studien in fortgeschrittenen Tumorstadien ein 
Gesamtansprechen nach RECIST (Response Evaluation Criteria in Solid Tumors) auf 
eine Gemcitabin-Monotherapie von unter 12% (Moore, Goldstein et al. 2007, Katz, 
Fleming et al. 2012, Von Hoff, Ervin et al. 2013, Dalgleish, Stebbing et al. 2016, Barati 
Bagherabad, Afzaljavan et al. 2017). Eine Studie, die den klinischen Benefit von 
Gemcitabin untersuchte, zeigte bei nur 23,8% der Patienten eine Verbesserung im 
Bereich der Parameter Schmerzen, Karnofsky- Index oder Körpergewicht (Burris, 
Moore et al. 1997). Als Ursache für das geringe Ansprechen wird hauptsächlich das 
dichte Stroma angesehen, welches den Tumor abkapselt und so die 
Medikamentenpenetration zu den Tumorzellen hemmt (Malekigorji 2014, Gkretsi, 
Zacharia et al. 2017, Li, Hong et al. 2017, Manzur, Oluwasanmi et al. 2017). 
Bei Borderline-resektablen, aber auch bei resektablen Befunden mit zusätzlichen 
Risikofaktoren ist eine neoadjuvante Chemotherapie oder Radiochemotherapie in 
Betracht zu ziehen (Tempero, Malafa et al. 2017). Beim lokal fortgeschrittenen PDAC 
wird derzeit zunehmend FOLFIRINOX, ein Regime, das eigentlich in der palliativen 
Situation angewendet wird, als neoadjuvante Therapie eingesetzt (Schneider, Spath 
et al. 2017). Bei der Radiochemotherapie stellt die Kombination eines Regimes mit 
Gemcitabin oder mit Fluoropyrimidin plus Radiatio eine erfolgversprechende 
neoadjuvante Therapie dar, da Gemcitabin bzw. Fluoropyrimidin eine signifikante 
Sensibilisierung der Tumorzellen für die Strahlentherapie erzielen kann (Paulson, Tran 
Cao et al. 2013, Prasanna, Ahmed et al. 2014, Kang, Demaria et al. 2016). Auch hier 
profitiert jedoch nur ein kleiner Teil des Patientenkollektivs, wobei keine Vorhersage 
über das Ansprechen getroffen werden kann (Xu, Xue et al. 2014, Cid-Arregui and 
Juarez 2015).  
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Weniger eindeutig ist die Rolle der adjuvanten Radiochemotherapie (Gong, Tuli et al. 
2016): Mehrere Studien zeigten keinen signifikanten Überlebensvorteil im Vergleich 
zur alleinigen Operation beziehungsweise zur adjuvanten Chemotherapie bei 
gleichzeitig höherer Toxizität (Liao, Chien et al. 2013). In Deutschland wird eine 
adjuvante Radiochemotherapie derzeit laut S3- Leitlinie außerhalb von kontrollierten, 
randomisierten Studien nicht empfohlen (Seufferlein, Porzner et al. 2013). Bei 
Patienten mit R1- Resektion scheint jedoch ein geringer Überlebensvorteil zu 
bestehen (Ren, Xu et al. 2012, Liao, Chien et al. 2013, Morganti, Falconi et al. 2014, 
Gong, Tuli et al. 2016).  
Im palliativen Stadium werden bei Patienten mit gutem Performance Status häufig 
Kombinationstherapien eingesetzt, die im Vergleich zur Gemcitabin-Monotherapie 
einen marginalen Benefit im Gesamtüberleben zeigen, jedoch auch eine signifikant 
höhere Toxizität aufweisen (Sun, Ansari et al. 2012, Ciliberto, Botta et al. 2013, 
Chllamma, Cook et al. 2016).  Die Erstlinien-Therapie der Wahl besteht derzeit aus 
FOLFIRINOX oder aus der Kombination Gemcitabin plus nab-Paclitaxel (Abraxane®) 
(Kim, Signorovitch et al. 2018).  
Nab-Paclitaxel entspricht einer an Albumin gebundenen Nanopartikel-Formulierung 
von Paclitaxel, wobei Albumin ein effektives Transportprotein für lipophile Moleküle 
darstellt (Kim, Seo et al. 2017). Es konnte gezeigt werden, dass die Kombination von 
nab-Paclitaxel mit Gemcitabin die intratumorale Gemcitabin-Konzentration erhöht 
(Von Hoff, Ramanathan et al. 2011, Frese, Neesse et al. 2012). In einer groß 
angelegten randomisierten Phase-III-Studie kam es gegenüber der Gemcitabin-
Monotherapie zu einer Erhöhung der Ansprechrate von 7 auf 23% sowie zu einer 
Verlängerung der Gesamtüberlebenszeit im Median um 1,8 Monate (Von Hoff, Ervin 
et al. 2013). Auch weitere Studien zeigten einen statistisch und klinisch signifikanten 
Überlebensvorteil und eine signifikante Verbesserung aller sekundären Endpunkte 
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(Vaccaro, Sperduti et al. 2015). Abraxane® wurde 2013 von der Food and Drug 
Administration zur Behandlung des metastasierten Pankreaskarzinoms zugelassen 
und ist derzeit die einzige nanotechnologische Therapieform zur Behandlung des 
Pankreaskarzinoms, die Marktreife erlangt hat.  
Der einzige bislang zugelassene molekularbiologische Therapieansatz zur 
Behandlung des Pankreaskarzinoms ist Erlotinib, ein selektiver Tyrosinkinase-Inhibitor 
des EGF-Rezeptors, in Kombination mit Gemcitabin; bei unselektierten Patienten 
ergab sich jedoch nur ein minimaler Überlebensvorteil (Kleespies, Jauch et al. 2006, 
Moore, Goldstein et al. 2007, Barati Bagherabad, Afzaljavan et al. 2017). 
Eine Vielzahl weiterer unterschiedlichster neuer gezielter Therapieansätze (Targeted 
therapy) sind Gegenstand der Forschung.  
Viele solcher Ansätze zielen in Kombination mit konventionellen Chemotherapeutika 
angewendet auf die Beeinträchtigung des Tumorstromas beim Pankreaskarzinom ab 
(Bahrami, Khazaei et al. 2017, Kanat and Ertas 2018). Ansatzpunkte sind dabei 
beispielsweise wie bei Erlotinib pro-fibrotische Wachstumsfaktoren (TGF-β, PDGF, 
EGFR, IGF-1 etc.) (Bhowmick, Chytil et al. 2004, Blaine, Ray et al. 2009, Takikita, 
Altekruse et al. 2009, Schultheis, Reuter et al. 2017), Matrix-Metalloproteinasen 
(Moore, Hamm et al. 2003), das Fibroblast Activation Protein (FAP) (Mersmann, 
Schmidt et al. 2001, Loeffler, Kruger et al. 2006), der Sonic Hedgehog- Signalweg 
(Olive, Jacobetz et al. 2009, Rhim, Oberstein et al. 2014), der Interleukin-17 Signalweg 
(McAllister, Bailey et al. 2014), das Renin-Angiotensin System (Kuno, Yamada et al. 
2003, Tsang, Cheng et al. 2004, Tsang, Ip et al. 2004, Ulmasov, Xu et al. 2009, 
Sakurai, Kudo et al. 2011), CD40 als ein immunmodulatorischer Angriffspunkt (Beatty, 
Torigian et al. 2013) oder der enzymatische Abbau von Hyaluronsäure (PEGPH20) 
(Provenzano, Cuevas et al. 2012, Strimpakos and Saif 2013, Rucki and Zheng 2014).  
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Weitere aktuelle Ansätze sind beispielsweise der Einsatz von PARP-Inhibitoren bei 
Patienten mit BRCA 1/2- Mutation (Kaufman, Shapira-Frommer et al. 2015, Bao, Cao 
et al. 2016, Tempero, Malafa et al. 2017), die Hemmung der Neoangiogenese (Kindler, 
Ioka et al. 2011, Kindler, Wroblewski et al. 2012, Rougier, Riess et al. 2013, Chiorean, 
Schneider et al. 2014), die Hemmung der PSC-Aktivität beispielsweise über Inhibition 
des MAPK-Signalwegs (Kim, Yoo et al. 2009, Masamune and Shimosegawa 2009, 
Erkan, Adler et al. 2012), der Einsatz von Tocopherolen (Vitamin E) (Rickmann, 
Vaquero et al. 2007, Li, Lu et al. 2011) und pflanzlichen Polyphenolen wie Ellagsäure 
(Masamune, Satoh et al. 2005, Suzuki, Masamune et al. 2009), die Hemmung von mit 
Tumorstammzellen (CSCs) assoziierten Markern wie beispielsweise c-Met (Avan, 
Quint et al. 2013, Li, Kong et al. 2013) oder der Einsatz von Laktatdehydrogenase A 
(LDH-A)- Inhibitoren zur Verminderung der Resistenz durch Hypoxie (Maftouh, Avan 
et al. 2014). Auch das Potential von onkolytischen Adenoviren (Li, Hong et al. 2017), 
von nanotechnologischen Hilfsmitteln wie Small interfering RNA (siRNA) (Ishiwatari, 
Sato et al. 2013), und von neuen Taxan-Nanopartikel-Verbindungen wie 
beispielsweise Cellax-Docetaxel, das im Vergleich zu nab-Paclitaxel zu einer 
längerfristigen Reduktion der Stroma-Dichte führt (Ernsting, Hoang et al. 2015), ist 
weiterhin Gegenstand der Forschung. 
Trotz umfangreicher intensiver Forschung und zum Teil auch vielversprechender 
Ergebnisse in präklinischen Studien ließ sich die schlechte Prognose des 
Pankreaskarzinoms bislang jedoch nicht wesentlich verbessern (Barati Bagherabad, 
Afzaljavan et al. 2017, Saung and Zheng 2017).  
2 EINLEITUNG  29 
2.6 Zielsetzung 
Unsere Studie beschäftigt sich im Wesentlichen mit der Frage, wie es zu dieser 
Diskrepanz zwischen beeindruckenden Ergebnissen in vitro und in Tierversuchen und 
der enttäuschenden klinischen Realität kommen kann.   
Eine mögliche Ursache hierfür ist der unselektive Einsatz antifibrotisch wirkender 
Therapeutika, obwohl die Rolle des Tumorstromas als rein Tumor-supportiver Faktor 
umstritten ist, und das Stroma bei manchen Patienten möglicherweise eine protektive 
Wirkung aufweist.  
Weitere mögliche Ursachen sind ungeeignete Marker zur Erfassung der 
Veränderungen im Tumorstroma sowie ineffiziente Experimentalsysteme, die die 
Tumormikroumgebung nicht vergleichbar widerspiegeln.  
Das Tumorstroma in humanem PDAC wurde hinsichtlich Tumor- und Sternzell-
Proliferation, αSMA- und Periostin-Expression sowie Kollagenbildung analysiert und 
der Einfluss auf das Outcome wurde evaluiert. Das Verhältnis von Tumor- zu Sternzell-
Proliferation stellt einen neuen unabhängigen prognostischen Faktor beim humanen 
PDAC dar.  
Bei zwei standardmäßig eingesetzten genetisch modifizierten Mausmodellen wurde 
ebenfalls die Stromaproliferation und deren Einfluss auf die Tumorbiologie analysiert 
und die Vergleichbarkeit mit humanem Gewebe wurde untersucht.  
Primäre humane pankreatische Sternzellen wurden untersucht, um den 
Zusammenhang zwischen αSMA-Expression und Sternzell-Proliferation zu 
evaluieren.  
Ein besseres Verständnis der Rolle des Tumorstromas in humanem PDAC  ist 
wesentlich, um neue Therapieansätze entsprechend anzupassen zu können; der 
Einsatz von Mausmodellen und Markern für die Stromaproliferation kann in Kenntnis 
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der Unterschiede zur in vivo- Situation entsprechend weiterentwickelt und angepasst 
werden.  
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3 MATERIAL UND METHODEN 
3.1 MATERIALIEN 
3.1.1 Verwendete Chemikalien und Reagenzien 
Chemikalien Firma 
10% Tris-HCl gels Bio-Rad 
2-Propanol Roth 
50% Ethanol Hauseigene Apotheke 
70% Ethanol Hauseigene Apotheke 
Aceton Merck 
Agar Agar, Kobe I Roth 
Agarose Roth 
Amphotericin PAA 
Ampicillin Roth 
Aprotinin Sigma 
B27 serum-free supplement Invitrogen 
Bromphenolblau Sigma 
BSA Albumin Roth 
Cell dissociation solution (1x) Sigma 
Citronensäure Roth 
Crystal Violet Merck 
DAB+Chromogen (50x) DAKO 
Dichlormethylenediphosphonic acid disodium salt 
(Clodronat) 
Sigma 
Dimethylsulfoxid (DMSO) Roth 
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) Invitrogen 
Dulbecco´s PBS (1x) PAA 
EDTA Roth 
Essigsäure Merck 
Ethanol 100% Merck 
Ethidiumbromid Sigma 
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Fetal Calf Serum (FCS) Sigma 
Fluoreszenz mounting medium DAKO 
Gemcitabine hydrochlorid TOCRIS bioscience 
Glycerin Roth 
Glycin Roth 
Hämatoxylin Merck 
Ham’s F12 medium Invitrogen 
HiPerFect Transfection Reagent Qiagen 
HRP Substrat Buffer DAKO 
Isopropanol (vergällt) Roth 
LB- Medium Roth 
Leupeptin Sigma 
Methanol Roth 
MOPS Roth 
Mounting Medium DAKO 
Mycoplasma-OFF Minerva Biolabs 
Na3VO4 Sigma 
Na-deoxicholat Sigma 
NaF Sigma 
Natriumchlorid Roth 
Natriumhydroxid Roth 
Natronlauge Hauseigene Apotheke 
NP-40 Sigma 
NuPAGE LDS Sample Buffer (4x) Invitrogen 
NuPAGE Sample Reducing Agent (10x) Invitrogen 
Okadaic acid Santa Cruz 
Paprotrain AdipoGen 
Paraformaldehyd Roth 
Paraformaledhyd (8%) Hauseigene Apotheke 
PBS pH 7.4 Invitrogen 
Penicillin-Streptomycin Solution Sigma 
Pepstatin A Sigma 
PMSF Sigma 
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cOmpleteTM Mini EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail 
Tablet 
Roche 
RNase AWAY Molecular Biolabs 
RNase freies Wasser Qiagen 
Roticlear Roth 
Salzsäure Hauseigene Apotheke 
SDS ultrapure Roth 
Taxol (Paclitaxel) Sigma 
Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromid Sigma 
Toluidinblau Merck 
Tris Base Merck 
Triton X100 Roth 
Trizma Base Sigma 
Trypan Blue Stain 0,4% GIBCO 
Trypsin EDTA solution (1x) Sigma 
Tunicamycin Sigma 
Tween 20 Roth 
 
3.1.2. Verwendete Protein- Leiter 
Name Firma 
Page Ruler Prestained Protein Ladder Thermo Scientific 
 
3.1.3. Verwendete Puffer, Lösungen und Medien 
Puffer Zusammensetzung 
10x Tris buffered saline (TBS) 12,1g TrisBase, 85g NaCl, ad 1000ml 
H2O, ph 7,4 
1x TBS/ 0.1% BSA 100ml 10x TBS, 1g BSA, ad 1000ml H2O 
1x TBS/ 0.1% BSA/ 0.05% Tween 20 1000ml 1x TBS/ 0.1% BSA, 500 μl Tween 
20 
1x TBS/ 5% BSA 100ml 1x TBS, 5g BSA 
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1x TBE Puffer (Agarosegel) 0,1M Tris/HCl, 89mM Borsäure, 1mM 
EDTA, pH 8,5 
1x TBST 100ml 10x TBS, 0,5ml Tween20, ad 
1000ml H2O 
Peroxidase Block 900 μl Methanol, 100 μl 
Wasserstoffperoxid 
Lysepuffer 0.5ml 1M Tris-HCl (pH=7.5), 0.3ml 5M 
NaCl, 40μl 0.5M EDTA (pH=8), 500μl 
20% SDS, ad 9ml H2O, 1 Tablette 
Proteinaseinhibitor 
Ladepuffer 100μl 1.25M Tris-HCl, 50μl 10% SDS, 
95μl 87% Glycerol, 25μl 
Mercaptoethanol, 5μl Bromphenolblau 
Laufpuffer (Westernblot) 30.25g Tris, 144g Glycin, 50ml 1% SDS, 
ad 1000ml H2O 
Transferpuffer (Westernblot) 3.03g Tris, 14.4g Glycin, 3ml 10% SDS, 
ad 800ml H2O, 200ml Methanol 
Stripping Puffer 15g Glycin, ad 1000ml H2O, pH 2.5 durch 
5M HCl 
4x Lower Tris 1,5M Tris/HCl, 0,4% w/v SDS, pH 8,8 
4x Upper Tris 0,5M Tris/HCl, 0,4% w/v SDS, pH 6,8 
Citratpuffer 42g Zitronensäure, ad 1000ml H2O, pH 
6,0 
 
3.1.4. Verwendete Medien und Zusätze 
Medium Firma 
DMEM (high glucose) PAA 
Keratinocyten Medium GIBCO 
OPTI-MEM I GIBCO 
RPMI1640  PAA 
Supplements for Keratinocyte serum free medium GIBCO 
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Die Medien der Firma PAA wurden für die weitere Verwendung in der Zellkultur mit 1% 
Penicillin-Streptomycin-Lösung sowie 10% Fetalem Kälberserum versetzt. 
 
 
3.1.5 Verwendete Geräte 
Name Firma 
Axiocam MRm MRc5 System ZEISS 
Centrifuge 5424 Eppendorf 
Comfort No-Frost Kühl-und Gefrierschrank Kombi Liebherr 
Compact XS/S und Compact M Gelelektrophorese 
Kammern 
Biometra 
Cop 30 Kühlplatte Medite Medizintechnik 
Electrophoresis power supply ST606 GIBCO 
Feinwaage Sartorius analytic 
Hera cell 150 Inkubator Thermo Scientific 
Hera freeze Thermo Scientific 
Hera safe Cellhood Thermo Scientific 
Heraeus Multifuge 3SR+ Thermo Scientific 
IKA R4 basic KT/C safety control IKA 
Innova 43 Incubator Shaker series New Brunswick Scientific 
Leica RM2255 Microtom Leica 
LightCycler480 Roche 
Mikroskop Axio Imager M2 ZEISS 
Mikroskop Axiovert 40CFL ZEISS 
Mikrowelle Sharp 
Milli-Q Advantage Millipore-Anlage Millipore 
Mini Protean Tetra System (Gelelektrophorese-
Kammer und Blotting-Kammer) 
BioRad 
Mini-Rocker MR-1 Peqlab 
Multipipette Plus Eppendorf 
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Multiskan EX Thermo Scientific 
Nanodrop 2000 Spectrophotometer Thermo Scientific 
Nikon Coolscan V Nikon 
PCR Maschine VWR 
pH-Meter WTW Series Inolab 
Pipetboy Akku IBS IBS Integra Bioscience 
Scanner CanonScan 9900F Canon 
Standard Power Pack P25 Biometra 
Thermomixer comfort Eppendorf 
Titramax 100 Heidolph 
Vortexer IKA MS3 basic IKA Works 
Wasserbad 1052 GFL 
 
3.1.6. Verbrauchsmaterialien 
Name Firma 
10µl, 20µl, 100µl, 200µl, 1000µl Filter Tips, Tip One Star Lab 
5ml, 10ml, 25ml, 50ml cellstar serological pipettes Greiner bio-one 
6-well cell culture plate Greiner bio-one 
8er Deckelkette Sarstedt 
96-well cell culture Plate Greiner bio-one 
BD Bio CoatTMMatrigelTMInvasion Chamber BD Biosciences 
BD Micro Fine+ Insulin syringes with sterile interior 
1ml 
Becton Dickinson 
C-Chip Disposable Hemocytometer Peqlab 
Cell culture dishes 100x20mm Greiner bio-one 
Cell culture Flasks 25cm2 Greiner bio-one 
Cell culture Flasks 75cm2 Greiner bio-one 
Cell Scraper 16cm Sarstedt 
Cell Star Tubes 15ml, 50ml Greiner bio-oneC 
Combitips plus 0,5ml, 2,5ml, 5ml Eppendorf 
Cryo Tube Vials Thermo Scientific 
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Cryo-Safe Cooler -1°C Freeze Control  Bel-Art Product 
DAKO Pen DAKO 
Deckgläser 24x50mm Menzel Gläser 
High Performance chemiluminescence film GE Healthcare 
Multiply-Strip 0,2ml Kette Sarstedt 
24-Multiwell Insert System BD 
Nitrocellulose Transfer Membran Whatman 
Parafilm Roth 
Pipetten P1000N, P200N, P20N, P10N, P2N Gilson 
Reagiergefäß 1,5ml, 2ml Sarstedt 
Schottflasche 50ml, 500ml, 1000ml Schott 
Superfrost Ultra Plus Objektträger Thermo Scientific 
Teflon-beschichtete Slides Erie Scientific Co 
Tissue culture plate 24-well Becton Dickinson 
Wägeschale und Wägepapier Machery-Nagel 
 
 
3.1.7 Verwendete Antikörper 
3.1.7.1 Westernblot 
Primäre Antikörper: 
PCNA (Cells signaling, Nr. 2586); Verdünnung 1:20000 
Alpha-SMA (Dako, Nr. M0851); Verdünnung 1:20000 
Alpha-Tubulin (Abcam, Nr. ab11304); Verdünnung 1:20000 
Sekundäre Antkörper: 
Anti-mouse IgG HRP Conjugated (Promega, Nr. W4021); Verdünnung 1:20000 
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3.1.7.2 Immunfluoreszenz 
Primäre Antikörper: 
Alpha-SMA (Dako, Nr. M0851); Verdünnung  1:500 
Ki67 (Novus Biologicals, Nr. NBP1-06530); Verdünnung 1:100 
Sekundäre Antikörper: 
Alexa Fluor 594 chicken anti-Rabbit IgG (H+L) Antibody (Invitrogen, Nr. A21442); 
Verdünnung 1:200 
Alexa Fluor 488 donkey anti-mouse IgG (H+L) Antibody (Invitrogen, Nr. A21202); 
Verdünnung 1:200 
 
3.1.7.3 Immunhistochemie (humanes und murines Gewebe) 
Anilin (Sigma Aldrich, Nr. HT15-1KT): Inkubationszeit 20 Minuten 
Primäre Antikörper: 
Ki67 (Novus Biologicals, Nr. NBP1-06530); Verdünnung 1:500; mit Vectastan ABC Kit 
(Nr. PK-6101); DAB- Reaktionszeit 10 Sekunden 
Alpha-SMA (Dako, Nr. M0851); Verdünnung 1:1000; DAB- Reaktionszeit 25 Sekunden 
Periostin (humanes Gewebe) (BioVendor, Nr. RD1811045050); Verdünnung 1:2000; 
DAB- Reaktionszeit 10 Sekunden 
Periostin (murines Gewebe) (Acris, Nr. AP08724 AF-N); Verdünnung 1:500; DAB- 
Reaktionszeit 30 Sekunden 
Sekundäre Antikörper: 
EnVision + System-HRP labeled Polymer anti-mouse (Dako); Verdünnung laut 
Herstellerangaben 
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EnVision + System-HRP labeled Polymer anti-rabbit (Dako); Verdünnung laut 
Herstellerangaben 
 
3.1.8 Verwendete Kits 
Kits Firma 
ECL Kit Invitrogen 
InnoCyte Invasion Assay Kit Merck 
LightCycler 480 SYBR Green I Master Roche 
Pierce BCA Protein Assay Kit Thermo Scientific 
Trichrome Stain (Masson) Kit HT15-1KT Sigma 
 
3.1.9 Verwendete Software 
Name Firma 
Ascent Software Version 2.6 Thermo Scientific 
AxioVision ZEISS 
GraphPad Prism 6 GraphPad 
ImageJ NIH 
Photoshop CS5 12.0 Adobe Systems 
SPSS Statistics 22 IBM 
 
 
3.1.10 Biologische Materialien 
Die Gewinnung und Verwendung von biologischen Materialien sind in den 
entsprechenden Abschnitten im Methodik-Teil aufgeführt. 
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3.2 METHODEN 
3.2.1 Humane Pankreas-Gewebeproben und klinische Daten 
Alle Patienten, deren Gewebeproben untersucht wurden, wurden bei Verdacht auf 
PDAC in einem tertiären Referenzzentrum für hepatobiliäre Chirurgie operiert. In allen 
Fällen wurde bei der pathologischen Analyse der Gewebeproben die Diagnose 
bestätigt. Acht Patienten mit lediglich minimaler Metastasierung der Erkrankung, 
welche präoperativ nicht bekannt war, wurden in kurativer Intention im Rahmen der 
PaMeViTum-Studie operiert (Erweiterte versus Standardresektion bei zwei 
Patientenkohorten mit pankreatischem Adenokarzinom: Minimal metastasierte 
Erkrankung oder venöse Infiltration – eine randomisierte Studie, 
http://clinicaltrials.gov/show/NCT00855634).  
Demographische, operative und pathologische Daten aus einer prospektiv geführten 
Datenbank wurden retrospektiv analysiert. Die Gewebegewinnung und –aufbereitung 
wurde wie folgt durchgeführt:  
Die frisch resezierten Gewebeproben wurden in 4%iger Paraformaldehydlösung für 12 
bis 24 Stunden fixiert und dann für die histologische Analyse in Paraffin eingebettet. 
Zusätzlich wurde ein Teil der Proben direkt nach der chirurgischen Resektion in 
Flüssigstickstoff gefroren und bei -80°C für die Proteinextraktion gelagert.  
Das oben erwähnte Studienprotokoll und die Verwendung und Analyse von humanem 
Material wurde durch die Ethikkommission der Technischen Universität München, 
Deutschland, befürwortet (TUM 5510/12). Das informierte Einverständnis aller 
Patienten wurde schriftlich dokumentiert. Das Follow-up der Patienten wurde 
regelmäßig durch den Studienkoordinator oder durch die Study nurses durchgeführt.  
 
3 MATERIAL UND METHODEN  41 
3.2.2 Humane Pankreaskarzinom-Zelllinien  
Die Pankreaskarzinom-Zelllinien Panc-1 und Su86.86 wurden verwendet. Die Zellen 
wurden von ATCC (Rockville, MD, USA) erworben. Die Zellen wurden routinemäßig in 
Vollmedium (RPMI 1640 ergänzt mit 10% fetalem Kälberserum (FCS), 100 U/mL 
Penicillin und 100 μg/mL Streptomycin) bei 37°C im Brutschrank mit 5% CO2 kultiviert. 
 
3.2.3 Primäre humane pankreatische Sternzellen - Isolation und 
Kultur 
Die Isolation und Kultur humaner PSCs wurde durchgeführt wie von Bachem et al. 
beschrieben (Bachem, Schneider et al. 1998), in Kürze nach dem folgenden Protokoll: 
Pankreatisches Gewebe wurde während der operativen Resektion des Pankreas von 
Patienten mit PDAC gewonnen. Zur Isolation der PSCs wurden histologisch fibrotische 
Areale des Pankreas verwendet. Kleine Gewebeblöcke (0.5-1 mm3) wurden mit Hilfe 
einer Rasierklinge entfernt und unter Hinzugabe von 20% FCS in eine 1:1 (vol/vol) 
Mischung von Dulbecco’s modified Eagle Medium mit Ham’s F12 Medium, Penicillin 
1%, Streptomycin 1% und Amphotericin 1% (Standard medium-20%, SM-20%) in 10 
cm2 große unbeschichtete Petrischalen gegeben. Die Gewebeproben wurden bei 
37°C und 5% CO2 inkubiert. Nach dem Erreichen von Konfluenz wurden die Zellen 
durch Trypsinisieren subkultiviert. Für die zweite Passage erfolgte eine 1:2 Aufteilung 
dieser Zellen in zwei neue T75 cm2 Zellkulturflaschen. Bei Erreichen von Konfluenz 
der Passage 2- Zellen wurden diese aliquotiert und eingefroren. Für die Experimente 
wurden die PSC-Aliquote anschließend in SM aufgetaut und in 75 cm2 
Zellkulturflaschen bis zu einer Konfluenz von 70% kultiviert. Zellpopulationen zwischen 
Passage 3 und 6 wurden für die Experimente verwendet. 
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3.2.4 Ex-vivo Mausmodelle 
Durch Paaren von Ptf1a+/Cre Knock-in Mäusen (Nakhai, Siveke et al. 2008) mit K-
ras+/LSL-G12D- Tieren konnten Mäuse mit Pankreas-spezifischer Aktivierung von 
onkogenem K-ras gewonnen werden (im Folgenden ck-Mäuse, n=20) (Hingorani, 
Petricoin et al. 2003). Dieses Modell wurde gewählt, da die Mäuse das 
Pankreaskarzinom über einen langen Zeitraum entwickeln (im Median in dieser 
Kohorte in 400 Tagen). Dabei wird auch die typische Reaktion des Pankreasstromas 
deutlich sichtbar.  
Als zweites Modell wurden ckp-Mäuse (K-ras+/LSL-G12D p53fl Ptf1a+/Cre) mit einem 
beschleunigten Krankheitsverlauf und reichlich vorhandenem Stroma gewählt. Bei 
diesem Modell weisen ckpKO (Knock-out)-Mäuse mit homozygoter p53- Deletion 
(n=20) ein signifikant kürzeres Überleben als ckphet-Mäuse mit heterozygoter p53- 
Deletion (n=21) auf (in der untersuchten Kohorte im Median 56 versus 149 Tage, 
p≤0.0001). Die genannten genetisch modifizierten Mausmodelle (GEMM) wurden 
bereits früher charakterisiert und in präklinischen Therapiestudien verwendet 
(Bardeesy, Aguirre et al. 2006, Ardito, Gruner et al. 2012). 
Bei allen Modellen wurde das spontane Überleben bestimmt und die Tiere im 
terminalen Stadium euthanasiert. Die Organe wurden entnommen und für die weitere 
Analyse in Formalin fixiert. Die Experimente wurden in Übereinstimmung mit dem 
Office of Laboratory Animal Welfare und dem Deutschen Bundestierschutzgesetz 
durchgeführt und durch das institutionelle Animal Care and Use Committee der 
Technischen Universität München, Deutschland, genehmigt.  
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3.2.5 Immunhistochemie (IHC) 
In Paraffin eingebettete Gewebeblöcke von 80 Patienten mit histologisch gesichertem 
PDAC, die zwischen Juli 2007 und Dezember 2012 in der Chirurgischen Klinik des 
Klinikums rechts der Isar, Technische Universität München, operiert wurden, wurden 
untersucht. Acht Patienten wurden entweder auf Grund von schlechter Qualität des 
gewonnenen Gewebes (n=6) oder auf Grund von frühem postoperativen Tod, der nicht 
in Zusammenhang mit der primären Erkrankung stand (n=2), nicht in die endgültige 
Analyse eingeschlossen. In den verbliebenen 72 Gewebeproben wurden eine 
immunohistochemische Analyse der Ki67-Expression und der stromalen Marker αSMA 
und Periostin durchgeführt. Diese wurden entsprechend dem folgenden Protokoll 
durchgeführt (exemplarisch ist hier das Vorgehen für die Ki67-Immunhistochemie 
genannt): Zwei konsekutive, 3μm dicke Schnitte der formalinfixierten, in Paraffin 
eingebetteten Gewebeblöcke wurden jeweils auf einen Objektträger platziert und 
schrittweise deparaffinisiert und rehydriert. Dazu wurden die Slides für 3x10 Minuten 
in Roticlear (Roth, Karlsruhe, Germany) gegeben, anschließend für 3x10 Minuten in 
100%iges Ethanol, 5 Minuten in 96%iges Ethanol, 5 Minuten in 70%iges Ethanol, 5 
Minuten in 50%iges Ethanol und 5 Minuten in Aqua dest. Anschließend erfolgte der 
Peroxidase-Block mit 3%igem Wasserstoffperoxid für 10 Minuten; danach wurden die 
Schnitte für 5 Minuten in Aqua dest. getaucht. Für das Antigen-Retrieval wurden die 
Slides zwei Mal für 10 Minuten in 10mM Citratpuffer gekocht. Nach Abkühlen und 
Spülen für 5 Minuten in PBS + Triton X 0.4% + 1% Goat serum (PBS/ T/ G) wurden 
die Schnitte für eine Stunde bei Raumtemperatur mittels TBS/ 5% BSA geblockt.  Ein 
Schnitt auf dem Objektträger wurde jeweils für die Analyse verwendet, während der 
andere als Negativkontrolle diente. Der primäre Antikörper sowie die jeweilige 
Negativkontrolle wurden entsprechend mit TBS/ 5% BSA Serum verdünnt (für die 
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jeweiligen Verdünnungen siehe Tabelle 2). Die Schnitte wurden über Nacht bei 4°C 
inkubiert. Am folgenden Tag wurden die Slides für 3x10 Minuten mit PBS/ T/ G gespült. 
Der entsprechende sekundäre Antikörper (Vectastan ABC kit (PK-6101)) wurde für 60 
Minuten bei Raumtemperatur aufgetragen. Es folgte ein erneutes dreimaliges Spülen 
für jeweils 10 Minuten mit PBS/ T/ G. Anschließend wurde das Vectastan ABC 
Reagent für 60 Minuten bei Raumtemperatur auf die Schnitte gegeben und diese 
wiederum für 3x10 Minuten in PBS/ T/ G gespült. Die Farbreaktion wurde mittels 
Inkubation für 10 Sekunden in flüssigem DAB-Chromogen+Substrat durchgeführt und 
die Reaktion dann in Aqua dest. gestoppt. Bei der Ki67- Färbung erfolgte eine 
Gegenfärbung mit Mayer’s hematoxylin Lösung. Anschließendes Dehydrieren (3 
Minuten in 70%igem Ethanol, 3 Minuten in 96%igem Ethanol, 3x3 Minuten in 
100%igem Ethanol, 3x5 Minuten Roticlear) und Fixierung mit Mounting medium. Zur 
Mikrofotografie wurde ein Zeiss Axiocam MRm MRc5 System verwendet. Die 
verschiedenen Antikörper mit den entsprechenden Konzentrationen, den sekundären 
Antikörpern und der jeweiligen Farbreaktions-Zeit sind in Kapitel 3.1.7.3 aufgeführt; 
die Konzentrationen sind in Tabelle 2 zusammengefasst. Bei der αSMA- und 
Periostin-Immunhistochemie erfolgte keine Gegenfärbung mit Hämatoxylin, um die 
Schnitte mittels quantitativer Bildanalyse (siehe unten) auswerten zu können. Es 
wurde außerdem auf konsekutiven Schnitten eine Anilin-Färbung durchgeführt. Dazu 
wurden die Gewebeschnitte nach Deparaffinierung und Rehydrierung für 15 Minuten 
in auf 56°C erwärmte Bouin- Lösung gegeben und anschließend entsprechend den 
Herstellerangaben mit Phosphorwolfram- und Phosphormolybdänsäurelösung, 
Anilinblau und Essigsäure behandelt und wieder dehydriert. Dabei erfolgte ebenfalls 
keine Gegenfärbung mit Hämatoxylin. Abbildung 5 zeigt ein Beispiel für die Ki67-, 
αSMA- und Periostin-Immunhistochemie sowie die Anilin-Färbung bei konsekutiven 
Schnitten. 
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Abbildung 5 Ex vivo Analyse der Interaktionen von pankreatischen Karzinom- und Sternzellen: 
Immunhistochemische Analysen von humanem PDAC Gewebe in konsekutiven Schnitten. Es wurden 
Antikörper gegen Ki67 (A, mit Hämatoxylin-Gegenfärbung) und αSMA (B), eine Anilinfärbung (C), sowie 
Antikörper gegen Periostin (D) verwendet. 
 
Bei den Gewebeproben der verschiedenen Mausmodelle (20 ck-Mäuse, 21 ckphet- und 
20 ckpKO-Mäuse, siehe oben) wurden in analoger Weise immunhistochemische 
Analysen mit Antikörpern gegen Ki67, αSMA und Periostin, sowie die Anilinfärbung 
durchgeführt. Die jeweiligen primären und sekundären Antikörper mit den 
entsprechenden Verdünnungen und der Farbreaktions-Zeiten sind ebenfalls in Kapitel 
3.1.7.3 aufgeführt. 
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3.2.6 Quantitative Bildanalyse 
Bei den αSMA-, Periostin- und Anilin-Färbungen wurden die Slides mit Hilfe eines 
Nikon Coolscan V- Scanners (Nikon Corp) mit 4000 dpi digitalisiert. Um die 
automatisierte quantitative Analyse des jeweils spezifisch angefärbten Gewebeanteils 
zu ermöglichen, wurden diese Färbungen ohne Hämatoxylin-Gegenfärbung 
durchgeführt. Für die Bildanalyse wurde Adobe Photoshop CS5 12.0 (Adobe Systems) 
verwendet. Zuerst wurden die geeigneten Gewebeanteile ausgewählt; Stellen mit 
Artefakten oder Unregelmäßigkeiten wurden manuell entfernt. Die Schnitte wurden 
monochrom (Graustufen) dargestellt und die Pixelanzahl der Gesamtgewebefläche 
wurde jeweils bestimmt. Anschließend wurde für αSMA, Periostin und Anilin jeweils 
ein geeigneter Schwellenwert bestimmt, um ein Schwarzweiß-Bild ohne Graustufen zu 
erhalten. Die beste Detektionssensitivität wurde erreicht, wenn der Schwellenwert mit 
dem Scheitelpunkt des initialen exponentiellen Anstiegs der Histogrammkurve 
übereinstimmte. Somit konnte die Pixelanzahl der jeweils spezifisch angefärbten 
Gewebeanteile bestimmt werden. Die Ergebnisse wurden als prozentualer Anteil der 
angefärbten Areale an der Gesamtfläche angegeben (Erkan, Michalski et al. 2008, 
Erkan, Reiser-Erkan et al. 2009). Abbildung 6 zeigt exemplarisch die wichtigsten 
Arbeitsschritte bei der quantitativen Bildanalyse eines mittels Anilinfärbung 
angefärbten Schnittes.  
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Abbildung 6 Quantitative Bildanalyse der αSMA- und Periostin-Immunhistochemie sowie der 
Anilinfärbung: Zur Analyse wurde Adobe Photoshop CS5 12.0 (Adobe Systems) verwendet. Hier sind 
exemplarisch die wichtigsten Arbeitsschritte der Analyse eines Schnittes mit Anilinfärbung gezeigt 
(Vorgehen wie oben beschrieben). 
 
3.2.7 Bestimmung der Proliferationsraten 
Die Auswertung der Ki67-Expression in den Nuclei von pankreatischen Karzinom- 
bzw. Sternzellen wurde semi-quantitativ mit geringen Modifikationen eines etablierten 
Protokolls durchgeführt (Luttges, Schemm et al. 2000). In der Zusammenfassung 
wurden vier Hot-spots pro Gewebeprobe unter hoher Vergrößerung unter dem 
Mikroskop ausgewertet. In jedem Hot-spot wurden mindestens 100 pankreatische 
Tumorzellen und 100 Sternzellen ausgezählt und hinsichtlich ihrer Anfärbung beurteilt. 
In den konsekutiven Schnitten wurden die pankreatischen Sternzellen anhand der 
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αSMA- Expression lokalisiert. Der prozentuale Anteil der positiven Nuclei wurde eruiert 
und es wurde jedem Zelltyp ein entsprechender Ki67-Index zugewiesen. 
 
3.2.8 Protein-Isolation und Westernblot (WB) 
Fünf verschiedene pankreatische Sternzell-Klone von verschiedenen Patienten 
wurden für die Untersuchungen verwendet. Bei allen Zellen handelte es sich um 
Passage 3- Zellen (Erkan, Weis et al. 2010). Die Zellen wurden auf 6- Well 
Zellkulturplatten kultiviert. Die Zellen wurden zweimal in eiskaltem PBS gewaschen. 
Die Zellkultur-Monolayer wurden homogenisiert und mit 0.1 ml Puffer lysiert, welcher 
Tris-HCl (pH: 7.5), 150 mM NaCl, 2 mM EDTA, 1% SDS und eine Tablette cOmpleteTM 
Mini EDTA-freien Protease-Inhibitor-Cocktail (pro 10 ml Puffer) enthielt. Die Zellen 
wurden von der Platte geschabt und die Zellextrakte durch zehnmaliges Passieren 
durch eine Syringe G27 Nadel homogenisiert. Das Homogenisat wurde dann bei 
14.000 g in einer gekühlten Zentrifuge für 15 Minuten zentrifugiert. Der Überstand 
wurde sofort in frische Röhrchen überführt und aliquotiert. Die Aliquote wurden 
entweder sofort verwendet oder bei -20°C eingefroren.  
Die Proteinkonzentration wurde mittels BCA Protein Assay Kit bestimmt. Zellextrakt (5 
μl) der fünf Sternzell-Klone wurde nach Gebrauchsanweisung in 100 μl BCA- Reagenz 
verdünnt und für 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Die optische Dichte wurde mit dem 
ELISA- Reader bei einer Wellenlänge von 570 nm gemessen und unter 
Berücksichtigung der BSA Standardkurve (0-2 mg/ml) als Referenzwerte berechnet.  
Für den Westernblot wurden Proben mit je 20 μl des Zell- Extrakts mittels 10% SDS-
PAGE hinsichtlich Molekülmasse fraktioniert. Anschließend erfolgte durch die 
Applikation von 30 Volt für 75 Minuten der Transfer der Proteine auf eine 
Nitrocellulose-Membran. Die freien unspezifischen Antikörper-Bindungsstellen wurden 
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für 20 Minuten mit 20 ml TBS-T plus 5% fettfreier Milch geblockt und die Proben dann 
über Nacht bei 4°C mit den primären Antikörpern inkubiert. Es wurden Antikörper 
gegen αSMA, Proliferating Cell Nuclear Antigen (PCNA) und α-Tubulin verwendet. 
Anschließend wurden die Membranen mit TBS-T gespült und mit den entsprechenden 
sekundären Antikörpern für zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Nach 
erneutem Spülen mit TBS-T wurde die Antikörperdetektion mit Hilfe des Enhanced 
Chemoilluminescence (ECL) Reaction Systems durchgeführt. Anschließend wurden 
die Antikörper von den Membranen entfernt (Strippen) und es wurde eine 
Ladekontrolle mit Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) 
durchgeführt. Um sezernierte Proteine im Überstand zu detektieren wurden die Zellen 
auf 6- Well Zellkulturplatten kultiviert, bis 100% Konfluenz erreicht war. Danach wurden 
sie für 24 Stunden in Serum-freies Standardmedium gegeben. Nach Sammeln des 
Überstandes wurden die Zellen mit Hilfe von Trypanblau gezählt, um den Effekt einer 
erhöhten Zellzahl (±10%) auf den Proteinspiegel des Überstands auszuschließen. 15 
μg Protein wurden mit Probenpuffer ohne Erhitzen nach Größe fraktioniert. In Tabelle 
2 sind die verwendeten Antikörper-Verdünnungen dargestellt.  
 
3.2.9 Immunfluoreszenz (IF) 
Für die Immunfluoreszenz wurden Passage 3- Zellen der fünf verwendeten 
pankreatischen Sternzell-Klone in einer Dichte von 5000/Well in 100 μl SM-10% auf 
Teflon-beschichtete Objektträger (Erie Scientific Company) gegeben. Nach 24 h 
wurden die Zellen mit 4%iger Paraformaldehyd-Lösung fixiert, mit 0.1% Triton X-100 
permeabilisiert und mit den primären Antikörpern über Nacht bei 4°C inkubiert. Es 
wurden Antkörper gegen αSMA und Ki67 verwendet. Die sekundären Antikörper und 
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4’,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) wurden entsprechend angewendet. Die 
Antikörper mit den jeweiligen Verdünnungen sind in Tabelle 2 aufgeführt.  
 
Tabelle 2: Antikörper- Verdünnungen für die Westernblot-, Immunhistochemie- und 
Immunfluoreszenz-Analysen (humanes Gewebe). 
IHC IF WB 
Antikörper Primär  Sekundär  Primär  Sekundär  Primär  Sekundär  
Ki67 1:500 RtU  1:100 1:200 - - 
αSMA  1:1000 RtU 1:500 1:200 1:20000 1:20000 
Periostin 1:2000 RtU - - - - 
PCNA - - -  - 1:20000 1:20000 
αTubulin - - -  -  1:20000 1:20000 
 
IHC: Immunhistochemie, IF: Immunfluoreszenz, WB: Westernblot, αSMA: Alpha-Smooth Muscle Actin, 
PCNA: Proliferating Cell Nuclear Antigen, RtU: gebrauchsfertig (ready to use). 
 
3.2.10 Tumorzellproliferation unter Nährstoff-Entzug 
Die humanen Pankreaskarzinom-Zelllinien Panc1 und SU86.86 wurden mit 
verschiedenen Konzentrationen von fetalem Kälberserum (0.1%, 1% und 10% FCS) 
kultiviert und die Tumorzellproliferation und –invasion nach 48 Stunden bestimmt. Die 
Zellproliferation wurde mit Hilfe des 3-(4,5-dimethyltriazol-2-yl)-2,5-
dephenyltetrazolium Bromidtests (MTT-Test) eruiert. Der Invasionstest wurde bei 
verschiedenen Konzentrationen von fetalem Kälberserum durchgeführt, welche in den 
oberen und unteren Kammern des Invasionstest-Sets (8 μm) jeweils gleich waren.  
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3.2.11 Densitometrie 
Die Westernblots wurden mittels eines Canon 9900F- Scanners eingescannt. Für die 
densitometrischen Analysen wurde das Programm ImageJ des National Institutes of 
Health (NIH) verwendet. Die optischen Dichtewerte unabhängiger Experimente 
wurden bezüglich des individuellen Hintergrundrauschens und den entsprechenden 
Loading Densities (der Zell-Lysate) korrigiert.  
 
3.2.12 Statistik  
Die statistischen Auswertungen wurden mit SPSS Statistics 22 (IBM) durchgeführt. 
Beim Vergleich zweier Gruppen wurde der Median als Cut-off Wert gewählt. Für die 
Überlebenszeitanalysen wurden Kaplan-Meier-Schätzer und Log-Rank Test 
verwendet. Die multivariablen Analysen wurden mittels Cox-Regressionsanalyse 
durchgeführt. Die Schätzungen der Hazard Ratio wurden mit 95% Konfidenzintervallen 
angegeben. Für den Vergleich von demographischen und klinisch-pathologischen 
Daten zwischen Gruppen wurde der Fisher’s Exact- Test verwendet. Die Gauß-
Verteilung wurde mit dem D’Agostino-Pearson Omnibus- Normalitätstest beurteilt. Die 
Verteilung der kategorischen Daten auf die einzelnen Variablen wurde mittels Kruskal-
Wallis One-way Varianzanalyse oder Mann-Whitney-U-Test bestimmt. Kategorische 
Daten wurden als Mittelwert ± Standard error of the mean angegeben. Die 
Abhängigkeit der Variablen wurde mittels linearer Regressionsanalyse bestimmt. 
Statistische Signifikanz wurde bei einem P-Wert < 0.05 festgelegt. Die Software 
GraphPad Prism 6 (GraphPad) wurde für die Erstellung von Graphen verwendet.  
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4.1 Humanes Gewebe 
4.1.1 Immunhistochemische Analyse  
72 Patienten wurden in die Auswertung eingeschlossen. Das mittlere Alter der 
Patienten zum Zeitpunkt der Operation betrug 65.4 Jahre, Median 66.5 Jahre. Das 
minimale Alter lag dabei bei 31.8, das maximale Alter bei 85.5 Jahren. 47% (34) der 
Patienten waren männlich, 53% (38) weiblich. Das mediane Überleben der Patienten 
betrug 14.4 Monate ab dem Zeitpunkt des operativen Eingriffs. Dabei verstarben 49 
Patienten innerhalb des Beobachtungszeitraums; 23 Patienten waren am Ende des 
Beobachtungszeitraums noch am Leben. In einem Fall handelte es sich hinsichtlich 
der Einteilung des Primärtumors um ein T1-Karzinom (1.4%), in drei Fällen um ein T2-
Karzinom (4.2%), in 57 Fällen um ein T3-Karzinom (79.2%) und in 11 Fällen um ein 
T4-Karzinom (15.3%). Eine lymphogene Metastasierung lag in 52 Fällen vor (72.2%); 
bei den übrigen 20 Patienten waren keine Lymphknotenmetastasen nachweisbar 
(27.8%, N0).  Bei 8 Patienten waren zum Zeitpunkt des operativen Eingriffs 
Fernmetastasen nachweisbar (11.1%, M1-Status), bei 64 Patienten war dies nicht der 
Fall (88.9%, M0). Bezüglich Resektionsstatus erfolgte bei 33 Patienten eine R0-
Resektion (45.8%), bei 26 Patienten eine R1-Resektion (36.1%). Bei 13 Patienten war 
der Resektionsrand histologisch nicht eindeutig beurteilbar (18.1%, Rx).  
Bei der PC-gestützten quantitativen Auswertung der αSMA-Färbung wie oben 
beschrieben wurde im Mittel eine Fläche von 40.2% angefärbt (Standardabweichung 
16.4%, Median 42.9%,). Die prozentual durch Anilin angefärbte Fläche der 
Gewebeproben lag im Durchschnitt bei 34.5% (Standardabweichung 18.3%, Median 
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34.2%). Bei der Periostin-Immunhistochemie wurde im Schnitt 35.3% des Gewebes 
angefärbt (Standardabweichung 19.8%, Median 30.8%). 
Die Ki67-Färbung wurde wie oben beschrieben semi-quantitativ ausgewertet. Dabei 
wurde jeweils für pankreatische Karzinomzellen (PCC) und für pankreatische 
Sternzellen (PSC) der Anteil an Zellen mit positiv gefärbten Nuclei an den Gesamt- 
PCCs bzw. PSCs ermittelt. Für die PCCs lag dieser Wert im Durchschnitt bei 41.4% 
(Standardabweichung 19.5%, Median 40.5%, zwischen 9.4 und 83.2%). Bei den 
Sternzellen lag der Anteil an positiv Ki67-gefärbten Nuclei zwischen 2.5 und 69.3%, 
Durchschnitt 15.6%, Standardabweichung 11.8%, Median 13.0%.  
Anschließend wurde der Anteil der positiven pankreatischen Tumorzellen zum Anteil 
der positiven PSC ins Verhältnis gesetzt: der entsprechende Index PCC/PSC*100 lag 
zwischen 60.5 und 1112.7, Durchschnittswert 358.7, Standardabweichung 235.6, 
Median 263.1. Entsprechend lag der Epithelial Stromal Proliferation Index (ESPI, 
Definition siehe unten Kapitel 4.1.4) zwischen 0.6 und 11.1, Durchschnitt 3.6, 
Standardabweichung 2.4, Median 2.6. 
Der Activated Stroma Index (ASI, 2008 von Erkan M et al. etabliert) wurde bestimmt, 
indem der Anteil des bei der αSMA-Färbung angefärbten Gewebes zum Anteil des bei 
der Anilin-Färbung angefärbten Gewebes ins Verhältnis gesetzt wurde. Der ASI lag 
bei dem untersuchten Kollektiv zwischen 11.9 und 1083.8, Durchschnittswert 183.7, 
Standardabweichung 194.7, Median 114.6. Entsprechend wurde für den PASI der 
αSMA-positive Anteil zum Periostin-positiven Anteil ins Verhältnis gesetzt. Der PASI 
lag bei den untersuchten Patienten zwischen 10.7 und 4278.0, Durchschnittswert war 
191.2, Standardabweichung 493.6, Median 114.5.  
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4.1.2 Proliferationsmuster von pankreatischen Tumor- und 
Sternzellen 
Die Ki67-Färbung der Schnitte zeigte eine große Variabilität der Proliferation von 
pankreatischen Karzinom- und Sternzellen bei den verschiedenen Patienten. Im 
Bereich von Tumor-Hotspots waren die Proliferationsraten der PCCs dabei im 
Vergleich zu PSCs signifikant höher (Median 40.5% vs. 13.0%, p≤0.0001). In den 
peritumoralen Arealen entsprachen die Proliferationsraten der PSCs annähernd denen 
der PCCs. Insgesamt ließ sich in der linearen Regressionsanalyse ein linearer 
Zusammenhang zwischen der Proliferation von PCCs und PSCs nachweisen 
(p≤0.0001, Abbildung 7).  
 
 
Abbildung 7 Analyse der Interaktionen von pankreatischen Karzinom- und Sternzellen ex vivo. 
Immunhistochemische Analyse von humanem PDAC- Gewebe in konsekutiven Schnitten. Hier gezeigt 
r2=0.2889 
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sind die Immunhistochemie mit Antikörpern gegen Ki67 (A, mit HE-Gegenfärbung), die αSMA-
Immunhistochemie (B) sowie die Anilinfärbung (C). Die Auswertung zeigt den Zusammenhang der 
Proliferation der beiden Zelltypen mit myofibroblastischer Transformation der PSCs und 
Kollagenablagerung in den peritumoralen Arealen.  
 
Anschließend wurde der Zusammenhang zwischen der PSC-Proliferation und der 
αSMA- und Periostin-Expression sowie der Kollagenbildung untersucht. Hierzu 
wurden die αSMA-, Anilin- und Periostin-Expression mit dem Ki67-Score der 
pankreatischen Sternzellen in konsekutiven Schnitten korreliert. Die lineare 
Regressionsanalyse zeigte einen signifikanten inversen Zusammenhang zwischen der 
αSMA-Expression und der Proliferationsrate von PSCs (p=0.0035). Es bestand ein 
signifikanter linearer Zusammenhang zwischen αSMA- und Periostin-Expression 
(p<0.0001). Auch zeigte sich ein signifikanter Zusammenhang zwischen Periostin-
Expression und ASI (p=0.0424). Zwischen Kollagenbildung und PSC-Proliferation 
oder αSMA-Expression bestand keine signifikante Korrelation. Auch zwischen Anilin- 
und Periostin-Expression zeigte sich kein signifikanter Zusammenhang (Abbildung 8 
und Abbildung 9).  
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Abbildung 8 Korrelation von PSC-Proliferation mit αSMA-Expression und Kollagenablagerung: 
Die lineare Regressionsanalyse der durch semi-quantitative und quantitative Analyse der 
Immunhistochemie erhobenen Parameter zeigt eine signifikante inverse Korrelation zwischen PSC-
Proliferation und αSMA-Expression.  
 
r2=0.1153 r2=0.04166 
r2=0.001688 
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Abbildung 9 Korrelation von Periostin-Expression mit αSMA- und Anilin-Positivität sowie mit 
Sternzellproliferation und Activated Stroma Index (ASI): Die lineare Regressionsanalyse der 
Parameter zeigt eine signifikante Korrelation zwischen Periostin- und αSMA-Expression (p<0.0001, A). 
Auch zwischen Periostin-Expression und ASI besteht ein signifikanter Zusammenhang (p=0.0424, D).  
 
Auch der Zusammenhang zwischen Activated Stroma Index (Quotient des bei der 
αSMA-Färbung angefärbten Gewebes zum Anteil des bei der Anilin-Färbung 
angefärbten Gewebes, wie oben beschrieben) bzw. PASI (Quotient αSMA- zu 
Periostin-Positivität) und Tumor- bzw. Sternzellproliferation wurde untersucht. Es 
zeigte sich ein signifikanter inverser Zusammenhang zwischen PASI und 
Sternzellproliferation (p=0.0136). Der ASI wies keine signifikante Korrelation mit PCC- 
oder PSC-Proliferation auf (Abbildung 10).  
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Abbildung 10 Korrelation von Activated Stroma Index (ASI) und PASI mit Tumor- bzw. 
Sternzellproliferation. Es zeigte sich ein signifikanter inverser Zusammenhang zwischen PASI und 
Sternzellproliferation (p=0.0136, C). 
 
4.1.3 Korrelation von PSC-Proliferation und αSMA-Expression in 
kultivierten primären humanen pankreatischen Sternzellen 
Um die inverse Korrelation zwischen αSMA-Expression und PSC-Proliferation in 
humanem Gewebe besser verstehen zu können, wurde eine Doppel-
Immunfluoreszenz-Analyse bei kultivierten primären humanen PSCs durchgeführt. 
Neu kultivierte, aktiv proliferierende frühe PSC-Passagen hatten initial eine 
schwächere und granuläre αSMA-Expression. Diese wurde im Verlauf kräftiger und 
bekam einen fibrillären Charakter. Wie erwartet waren viele dieser αSMA-positiven 
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PSCs auch Ki67-positiv. Im zeitlichen Verlauf wurde die nukleäre Ki67-Anfärbung beim 
Erreichen von Konfluenz der PSCs schwächer, während die αSMA-Expression 
ausgeprägter wurde (Abbildung 11). Anschließend wurden Proteine aus den PSCs 
extrahiert, die für verschiedene Zeitspannen zwischen einem Tag und zwei Monaten 
kultiviert wurden. Dabei wurden keine Subkulturen angelegt. Die Zell-Lysate wurden 
dann mit Antikörpern gegen Proliferating Cell Nuclear Antigen (PCNA) und αSMA 
untersucht. Übereinstimmend mit der Immunfluoreszenzanalyse hatten jüngere Zellen 
eine höhere PCNA-Positivität und ihre αSMA-Expression nahm im zeitlichen Verlauf 
zu. Zu späteren Zeitpunkten nahm die PCNA-Expression der PSCs ab, während die 
αSMA-Positivität erhalten blieb (Abbildung 11).  
Es zeigte sich ein Abfall der αSMA-Expression an Tag 2 bis auf 42% des ersten Tages. 
Diese initiale Reduktion ist methodisch durch zytoskelettale Reorganisation und 
Zersetzung des vorhandenen Proteins in den Zellen bedingt (Arora and McCulloch 
1999). 
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Abbildung 11 Korrelation von Proliferation und αSMA-Expression bei primären humanen 
pankreatischen Sternzellen: Die Immunfluoreszenz- Analyse mit Antikörpern gegen Ki67 und αSMA 
zeigt die inverse Korrelation beider Proteine im frühen, nicht-konfluenten (A), sowie im späten, 
konfluenten (B) Stadium. Die Analyse des Zeitverlaufs der PSC-Proliferation und αSMA-Expression der 
PSCs ohne Subkultivierung bestätigte bei Untersuchung an mehreren Zeitpunkten die reziproken 
Veränderungen beider Proteine. Wir möchten hier auf den graduellen Rückgang des Proliferating Cell 
Nuclear Antigen hinweisen, während die αSMA-Positivität der Zellen erhalten bleibt (C). Abbildung 3D 
zeigt die densitometrische Analyse fünf verschiedener PSC-Klone, die aus dem Gewebe verschiedener 
Patienten gewonnen wurden. Die optischen Dichtewerte unabhängiger Experimente wurden auf Tag 1 
normiert, das individuelle Hintergrundrauschen und die entsprechenden Loading Densities korrigiert 
(Erkan, Kleeff et al. 2007). 
 
4.1.4 Korrelation von Tumor- und Sternzellproliferation mit klinisch-
pathologischen Parametern 
Um den Einfluss der unterschiedlichen Proliferationsmuster von Tumor- und 
Sternzellen auf die klinisch-pathologischen Parameter zu analysieren, wurden die 
Patienten jeweils hinsichtlich Ki67-Score der PCCs und PSCs (höher bzw. niedriger 
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als der Median) sowie hinsichtlich des Quotienten dieser Werte stratifiziert. Der 
Epithelial Stromal Proliferation Index (ESPI) wurde als das Verhältnis des PCC Ki67-
Scores geteilt durch den PSC Ki67-Score definiert und für jeden Patienten bestimmt. 
Als klinisch-pathologische Parameter wurden das Alter (Median, Durchschnitt) und das 
Geschlecht der Patienten, T-, N- und M-Status, sowie das Grading und der 
Resektionsstatus (R-Status) des Tumors betrachtet. Bei 13 der 72 Patienten konnte 
der R-Status durch den Pathologen nicht eindeutig bestimmt werden; diese wurden 
als „Rx“ bezeichnet. Bei der Verteilung dieser Parameter auf die entsprechenden 
Subgruppen ergaben sich keine statistisch signifikanten Unterschiede. Es zeigte sich 
jedoch ein positiver Trend zwischen einer niedrigen PCC-Proliferationsrate und einer 
höheren Lymphknoten-Positivität. Die demographischen und klinischen Daten sind in 
Tabelle 3 dargestellt.  
 
Tabelle 3: Verteilung der klinischen Parameter auf die Subgruppen niedrige/ hohe PCC- bzw. 
PSC-Proliferation und niedriger/ hoher ESPI. 
n=72 PCC 
Ki67 
niedrig 
PCC 
Ki67 
hoch 
p-
Wert 
PSC 
Ki67 
niedrig 
PSC 
Ki67 
hoch 
p-
Wert 
ESPI 
Ki67 
niedrig 
ESPI 
Ki67 
hoch 
p-
Wert 
Medianes, 
mittleres 
Alter 
(Spanne) in 
Jahren 
67.66 
(32-83) 
65.66 
(39-86) 
0.38 66.67 
(32-83) 
65.66 
(39-86) 
0.176 65.66 
(32-83) 
66.67 
(46-
86) 
0.09 
Geschlecht 
f/m 
18/18 20/16 0.81 15/21 23/13 0.098 23/13 17/19 0.24 
T- Status   0.11   1.00   0.61 
T2 0 4  2 2  1 3  
T3 + T4 36 32  34 34  35 33  
N- Status   0.06   0.43   1.00 
N0 6 14  8 12  10 10  
N1 30 22  28 24  26 26  
M- Status   1.00   0.71   0.71 
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M0 32 32  31 33  33 31  
M1 4 4  5 3  3 5  
Grading   0.61   1.00   0.61 
G1 3 1  2 2  3 1  
G2 + G3 33 35  34 34  33 35  
R- Status*   1.00   0.16   0.64 
R0 16 17  13 20  18 15  
Rx 6 7  6 7  7 6  
R1 14 12  17 9  11 15  
 
T: Tumorgröße, N: Lymphknotenstatus, M: Fernmetastasierung, G: Grading des Tumors, R: 
Resektionsstatus (Rx: Resektionsstatus nicht eindeutig bestimmbar), PCC: Pankreatische 
Karzinomzellen, PSC: Pankreatische Sternzellen, ESPI: Epithelial-Stromal Proliferation Index. *R0 vs. 
Rx und R1. 
 
Um diesen Zusammenhang zwischen PCC-Proliferationsrate und Lymphknoten-
Positivität näher zu untersuchen, kultivierten wir die Zelllinien Panc1 und SU86.86 
unter verschiedenen Nährstoff- und Wachstumsfaktor-Konzentrationen. Dabei zeigte 
sich bei abnehmender Konzentration von fetalem Kälberserum eine Verlangsamung 
der Zellproliferation; es konnte jedoch ein signifikanter Anstieg der Tumorzellinvasion 
nachgewiesen werden. Die Ergebnisse sind in Abbildung 12 dargestellt.  
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Abbildung 12 Korrelation von pankreatischer Tumorzellproliferation und –invasion unter Serum-
Entzug: Die Zelllinien Panc1 (A) und SU86.86 (B) wurden mit verschiedenen Konzentrationen von 
fetalem Kälberserum kultiviert. Die Zellproliferation wurde nach 48 Stunden mit Hilfe des 3-(4,5-
dimethyltriazol-2-yl)-2,5-dephenyltetrazolium Bromidtests (MTT-Test) eruiert. Der Invasionstest wurde 
bei verschiedenen Konzentrationen von fetalem Kälberserum durchgeführt, welche in den oberen und 
unteren Kammern des Invasionstest-Sets (8μm) jeweils gleich waren. Zu beachten ist das Mesenchym-
artige Erscheinungsbild der Karzinomzellen unter niedrigen Serumkonzentrationen.  
 
4.1.5 Korrelation der klinischen und pathologischen Parameter mit 
dem Überleben der Patienten 
Um den Einfluss der klinisch-pathologischen Parameter auf das Patientenüberleben 
zu analysieren, wurden Kaplan-Meier Analyse und Log-Rank Test für die folgenden 
Parameter durchgeführt: T-Status, N-Status, M-Status, R-Status, Grading des Tumors, 
Karzinom- und PSC-Proliferationsraten, ESPI, αSMA-Expression der Sternzellen, 
Periostin-Expression und Kollagenbildung. T-Status (p=0.015), N-Status (p=0.030) 
und M-Status (p=0.018) zeigten in der univariablen Analyse statistische Signifikanz. 
Bei 13 Patienten konnte der R-Status durch den Pathologen nicht eindeutig bestimmt 
werden (als „Rx“ bezeichnet). Wurden diese Patienten aus der Auswertung 
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ausgeschlossen, war auch der R-Status ein statistisch signifikanter Parameter 
(p=0.035).  
Keiner der Proliferations- oder Stroma-bezogenen Parameter erreichte in der 
univariablen Analyse statistische Signifikanz, der ESPI zeigte jedoch einen klaren 
Trend hinsichtlich eines besseren Überlebens von Patienten mit einem niedrigen 
Score (18 vs. 12 Monate, p=0.142). Die Ergebnisse sind in Tabelle 4 und in Abbildung 
14 aufgeführt.  
 
Tabelle 4: Ergebnisse der univariablen (UVA) und multivariablen (MVA) Analysen. 
Parameter Medianes 
Überleben 
(Monate) 
UVA MVA HR 95% 
Konfidenzintervall 
T2 
T2/T3 
T2/T4 
16 
17 
10 
0.015 0.076 
0.195 
0.034 
 
2.789 
7.063 
 
0.592 
1.155 
 
13.101 
43.198 
N0/N1 23 / 14 0.030 0.052 2.370 0.993 5.655 
M0/M1 17 / 9 0.018 0.168 1.978 0.750 5.218 
G1 
G1/G2 
G1/G3 
23 
19 
14 
0.160 0.187 
0.204 
0.094 
 
3.067 
4.081 
 
0.544 
0.786 
 
17.307 
21.197 
R0 
R0/Rx 
R0/R1 
18 
18 
11 
0.085 0.082 
0.154 
0.315 
 
0.453 
1.443 
 
0.153 
0.706 
 
1.345 
2.950 
PCC-Ki67 niedrig/ 
hoch 
19 / 13 0.403 0.227 1.513 0.772 2.965 
PSC-Ki67 niedrig/ 
hoch 
16 / 16 0.621 0.194 1.744 0.753 4.038 
ESPI niedrig/ hoch 18 / 12 0.142 0.037 2.240 1.050 4.780 
αSMA niedrig/ 
hoch 
18 / 15 0.994 0.814 1.085 0.551 2.138 
Anilin niedrig/ hoch 16 / 17 0.928 0.373 0.735 0.373 1.448 
Periostin niedrig/ 
hoch 
15 / 17 0.533 0.470 0.761 0.362 1.598 
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Beim Vergleich zweier Gruppen wurde der Median als Cut-off Wert verwendet. HR: Hazard Ratio, T: 
Tumorgröße, N: Lymphknoten-Status, M: Fernmetastasierung, G: Grading des Tumors, R: 
Resektionsstatus, αSMA: Alpha-Smooth Muscle Actin, PCC: Pankreatische Tumorzellen, PSC: 
Pankreatische Sternzellen, ESPI: Epithelial Stromal Proliferation Index. 
 
Anschließend wurde eine multiple Cox-Regressionsanalyse durchgeführt, um die 
Wechselbeziehungen der prognostischen Faktoren zu eruieren. Die multivariable 
Analyse zeigte, dass der T-Status (T2/T4, p=0.034), der N-Status (p=0.052) sowie 
auch der ESPI (p=0.037) in der untersuchten Kohorte unabhängige prognostische 
Faktoren darstellten. Die Ergebnisse der uni- und multivariablen Analysen sind in 
Tabelle 4 dargestellt. 
 
4.1.6 Einfluss der verschiedenen ESPI-Fraktionen auf das Überleben 
Um den Einfluss von verschiedenen Subgruppen des ESPI-Index auf das Überleben 
tiefergehend zu untersuchen, wurden die Patienten bezüglich ihres ESPI-Wertes 
stratifiziert (Tabelle 5).  
Tabelle 5: Univariable Analyse der ESPI-Subgruppen. 
ESPI n Medianes Überleben 
(Monate) 
95% CI p- Wert 
≤1 vs. übrige 3/69 19/16 9.4/12.2 28.6/19.8 0.764 
≤2 vs. übrige 20/52 40/13 15.6/9.1 64.4/16.9 0.025 
≤3 vs. übrige 42/30 18/10 15.0/6.9 21.0/13.1 0.151 
≤4 vs. übrige 48/24 18/11 14.8/6.4 21.2/15.6 0.344 
≤5 vs. übrige 56/16 17/12 14.0/7.0 20.0/17.0 0.699 
≤6 vs. übrige 60/12 16/12 12.4/0.0 19.6/34.3 0.992 
≤7 vs. übrige 63/9 16/12 12.3/6.7 19.7/12.3 0.740 
 
ESPI: Epithelial Stromal Proliferation Index (Ki67-Index der Tumorzellen geteilt durch Ki67-Score der 
PSCs), CI: Konfidenzintervall. 
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E F 
p=0.0002 p=0.0241 
Patienten mit einem ESPI ≤2 lebten signifikant länger (40 Monate vs. 13 Monate, 
p=0.025) als alle anderen Subgruppen. In der multivariablen Analyse zeigte sich dabei 
eine noch höhere Signifikanz (Tabelle 6). Die weitere Analyse zeigte, dass Tumore 
mit einem ESPI ≤2 im Vergleich zu den anderen eine geringere αSMA-Expression 
(31% vs. 44%, p=0.03), eine geringere Kollagenbildung (28% vs. 37%, p=0.055), eine 
niedrigere PCC-Proliferationsrate (33% vs. 45%, p=0.02) sowie eine höhere PSC-
Proliferationsrate (24% vs. 13%, p=0.0002) aufwiesen. Patienten mit ESPI ≤2 waren 
auch älter (Median: 72 vs. 65 Jahre, Mittelwert: 70 vs. 64 Jahre, p=0.02) und die 
Karzinome mit ESPI ≤2 waren öfter gut differenziert (18% vs. 2%, p=0.06) (Abbildung 
13).  
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p=0.4293 p=0.0623 
G H 
 
 
 
 
 
  
Abbildung 13 Stratifizierung der Patienten in Subgruppen mit ESPI ≤2 und ESPI >2 Bei αSMA-
Expression, der PCC Ki67-Positivität, PSC Ki67-Positivität und dem Patientenalter ergaben sich 
signifikante Unterschiede zwischen den Subgruppen; bei Anilin-Expression und dem Grading der 
Karzinome zeigten sich positive Trends (A–F: gezeigt sind Mittelwert und Standardabweichung). 
 
Zu beachten ist, dass die Korrelation zwischen ESPI ≤2 und den analysierten 
Parametern in keinem Fall Reziprozität zeigte (z.B. wiesen Patienten mit einer 
geringen αSMA-Expression oder ältere Patienten nicht signifikant öfter einen ESPI ≤2 
auf, Daten nicht gezeigt).  
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Tabelle 6: Ergebnisse der univariablen (UVA) und multivariablen (MVA) Analysen bei 
Stratifizierung ESPI ≤2 bzw. >2. 
Parameter Medianes 
Überleben 
(Monate) 
UVA MVA HR 95% 
Konfidenzintervall 
T2 
T2/T3 
T2/T4 
16 
17 
10 
0.015 0.086 
0.193 
0.039 
 
2.781 
6.718 
 
0.596 
1.106 
 
12.974 
40.828 
N0/N1 23 / 14 0.030 0.014 3.100 1.257 7.640 
M0/M1 17 / 9 0.018 0.238 1.804 0.677 4.804 
G1 
G1/G2 
G1/G3 
23 
19 
14 
0.160 0.374 
0.285 
0.184 
 
2.649 
3.159 
 
0.445 
0.579 
 
15.771 
17.224 
R0 
R0/Rx 
R0/R1 
18 
18 
11 
0.085 0.075 
0.224 
0.194 
 
0.518 
1.605 
 
0.179 
0.786 
 
1.498 
3.277 
PCC-Ki67 niedrig/ 
hoch 
19 / 13 0.403 0.507 1.264 0.632 2.527 
PSC-Ki67 niedrig/ 
hoch 
16 / 16 0.621 0.174 1.686 0.794 3.580 
ESPI ≤2/ >2 40 / 13 0.025 0.008 3.335 1.362 8.165 
αSMA niedrig/ 
hoch 
18 / 15 0.994 0.530 0.797 0.393 1.617 
Anilin niedrig/ hoch 16 / 17 0.928 0.098 0.550 0.271 1.117 
Periostin niedrig/ 
hoch 
15 / 17 0.533 0.811 0.910 0.421 1.966 
 
Außer für den ESPI wurde der Median als Cut-off Wert für den Vergleich zweier Gruppen verwendet. 
HR: Hazard Ratio, T: Tumorgröße, N: Lymphknoten- Status, M: Fernmetastasierung, G: Grading des 
Tumors, R: Resektionsstatus, αSMA: Alpha-Smooth Muscle Actin, PCC: Pankreatische Tumorzellen, 
PSC: Pankreatische Sternzellen, ESPI: Epithelial Stromal Proliferation Index. 
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Abbildung 14 Univariable Analyse von Einflussfaktoren auf das Überleben: Kaplan- Meier Analyse 
und Log- Rank Test wurden verwendet, um die Survival- Unterschiede zwischen den Gruppen zu 
eruieren.  
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4.2 Murines Gewebe 
4.2.1 Immunhistochemische Analyse 
Um die Gemeinsamkeiten und Unterschiede des PDAC Stromas bei Menschen und 
GEMMs (genetisch modifizierte Mausmodelle) zu verstehen, führten wir die selben 
Analysen mit dem Gewebe von ck-Mäusen (Ptf1a+/Cre K-ras+/LSL-G12D) sowie mit 
homozygoten und heterozygoten K-ras+/LSL-G12D p53fl Ptf1a+/Cre-Mäusen durch (im 
Folgenden ckphet- beziehungsweise ckpKO-Mäuse).  
Gewebe von 20 ck-Mäusen, 21 ckphet- und 20 ckpKO-Mäusen wurde untersucht. Das 
mittlere Überleben der ck-Mäuse betrug 397.7 Tage, Standardabweichung 108.5 
Tage, Median 400 Tage. Bei den ckphet-Mäusen lag das mittlere Überleben bei 159.5 
Tagen (Standardabweichung 70.9 Tage, Median 149 Tage); bei den ckpKO-Mäusen 
bei 55.0 Tagen (Standardabweichung 9.6 Tage, Median 56 Tage).  
Bei der PC-gestützten quantitativen Auswertung der αSMA-Färbung wurde bei den ck-
Mäusen im Mittel 10.7% der Fläche angefärbt (Standardabweichung 8.0%, Median 
8.5%). Die prozentual durch Anilin angefärbte Fläche der Gewebeproben der ck-
Mäuse lag im Durchschnitt bei 42.4% (Standardabweichung 14.7%, Median 42.7%). 
Bei der Periostin-Immunhistochemie wurde im Schnitt 7.7% des Gewebes der ck-
Mäuse angefärbt (Standardabweichung 5.7%, Median 6.0%). Bei den ckphet-Mäusen 
färbte sich bei der αSMA-Färbung im Mittel 10.1% der Gewebefläche 
(Standardabweichung 6.7%, Median 8.9%), bei der Anilin-Färbung 46.5% der Fläche 
(Standardabweichung 16.1%, Median 50.4%) sowie bei der Periostin-Färbung 
durchschnittlich 18.0% der Fläche (Standardabweichung 12.1%, Median 16.3%). Bei 
den ckpKO-Mäusen lag die bei der αSMA-Färbung angefärbte Fläche im Mittel bei 
11.0% des Gewebes (Standardabweichung 7.8%, Median 9.3%). Die prozentual durch 
Anilin angefärbte Fläche betrug im Durchschnitt 45.6% (Standardabweichung 26.9%, 
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Median 52.9%), die bei der Periostin-Immunhistochemie angefärbte Fläche im Schnitt 
bei 24.9% (Standardabweichung 14.1%, Median 24.2%). 
Bei den ck-Mäusen lag der Anteil der Zellen mit Ki67-positivem Nucleus an den 
Gesamt-PCCs im Durchschnitt bei 24.2% (Standardabweichung 13.3%, Median 
23.3%). Bei den Sternzellen lag der Anteil an positiv Ki67-gefärbten Nuclei bei ck-
Mäusen im Schnitt bei 11.9% (Standardabweichung 6.2%, Median 12.2%). 
Entsprechend lag der ESPI bei den ck-Mäusen im Durchschnitt bei 2.3; der Index Ki67-
positive PCCs/ Ki67-positive PSCs *100 zwischen 65.0 und 528.9, Durchschnitt 228.6, 
Standardabweichung 112.5, Median 191.2. Der ASI betrug für ck-Mäuse im Schnitt 
35.3 (Standardabweichung 47.8, Median 19.2), der PASI im Schnitt 196.0 
(Standardabweichung 130.4, Median 176.3).  
Bei den ckphet-Mäusen lag der Anteil der Zellen mit Ki67-positivem Nucleus an allen 
PCCs im Durchschnitt bei 12.8% (Standardabweichung 5.1%, Median 14.0%), der 
entsprechende Anteil bei den PSCs im Schnitt bei 10.1% (Standardabweichung 3.3%, 
Median 10.5%). Der ESPI lag dabei im Durchschnitt bei 1.3. Der Index Ki67-positive 
PCCs/ Ki67-positive PSCs *100 lag entsprechend für ckphet-Mäuse zwischen 59.1 und 
247.7 (Durchschnitt 129.1, Standardabweichung 50.1, Median 127.0), der ASI im 
Schnitt bei 27.4 (Standardabweichung 26.4, Median 20.6), der PASI im Durchschnitt 
bei 75.4 (Standardabweichung 50.5, Median 58.6).  
Bei den ckpKO-Mäusen färbten sich im Schnitt 14.8% der Zellkerne aller PCCs durch 
Ki67 an (Standardabweichung 9.4%, Median 11.8%). Bei den pankreatischen 
Sternzellen lag der Anteil im Schnitt bei 13.4% (Standardabweichung 5.6%, Median 
11.7%). Der ESPI lag im Durchschnitt bei 1.1. Der Index Ki67-positive PCCs/ Ki67-
positive PSCs *100 für ckpKO-Mäuse betrug somit im Durchschnitt 111.4 (zwischen 
61.1 und 224.7, Standardabweichung 46.3, Median 99.6), der ASI im Schnitt 52.9 
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(Standardabweichung 83.4, Median 20.2), der PASI im Durchschnitt 54.9 
(Standardabweichung 37.3, Median 47.7). 
 
 
Abbildung 15 Immunhistochemische Analyse des Gewebes von ck-Mäusen: Die 
immunhistochemische Analyse von Ptf1a+/Cre K-ras+/LSL-G12D PDAC-Gewebe in konsekutiven Schnitten 
zeigt die Interrelation der Proliferation von pankreatischen Tumor- und Sternzellen, die 
myofibroblastische Transformation bei PSCs sowie die Kollagenablagerung in den peritumoralen 
Arealen. Hier gezeigt immunhistochemische Färbungen mit Antikörpern gegen Ki67 (A) und αSMA (B) 
sowie Anilinfärbung (C) in konsekutiven Schnitten. 
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Abbildung 16 Immunhistochemische Analyse des Gewebes von ckp-Mäusen: 
Immunhistochemische Analyse von murinem PDAC-Gewebe in konsekutiven Schnitten. Gewebe von 
heterozygoten (A – C) und homozygoten (D – F) K-ras+/LSL-G12D p53fl Ptf1a+/Cre Mäusen wurde untersucht. 
Hier gezeigt sind immunhistochemische Färbungen mit Antikörpern gegen Ki67 (A, D) und αSMA (B, E) 
sowie die Anilinfärbung (C, F). Die Auswertung zeigt den Zusammenhang der Proliferation von 
pankreatischen Tumor- und Sternzellen mit myofibroblastischer Transformation der PSCs und 
Kollagenablagerung in den peritumoralen Arealen. 
 
4.2.2 Proliferationsmuster von pankreatischen Tumor- und 
Sternzellen bei verschiedenen GEMMs  
Wie bei humanem Gewebe zeigte die lineare Regressionsanalyse einen signifikanten 
Parallelismus zwischen den Krebs- und Sternzellproliferationsraten bei allen 
Mausmodellen (Abbildung 15, Abbildung 17).  
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Abbildung 17 Korrelation der PSC-Proliferation mit PCC-Proliferation und αSMA-Expression bei 
GEMMs: Die lineare Regressionsanalyse der Parameter, die durch semi-quantitative bzw. quantitative 
Analyse der Immunhistochemie erhoben wurden, zeigt eine signifikante Korrelation zwischen PSC- und 
PCC-Proliferation. 
 
Es ließ sich jedoch bei keinem der Modelle eine signifikante Korrelation zwischen der 
PSC-Proliferation und der αSMA-, Periostin-Expression oder der Kollagenbildung 
feststellen (Abbildung 17, Abbildung 18, Abbildung 20). Bei ck-Mäusen zeigte sich 
eine signifikante inverse Korrelation zwischen der αSMA-Expression und der 
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Anfärbbarkeit durch Anilin. Dieser Zusammenhang bestand weder bei ckphet- noch bei 
ckpKO-Mäusen (Abbildung 18). 
 
 
 
Abbildung 18 Korrelation von Anilin-Positivität mit PSC-Proliferation und αSMA-Expression: Die 
lineare Regressionsanalyse von Parametern, die durch semi-quantitative bzw. quantitative 
immunhistochemische Analyse erhoben wurden, zeigt eine signifikante inverse Korrelation zwischen 
αSMA-Expression und Anilin-Anfärbbarkeit bei Gewebe von ck-Mäusen (Ptf1a+/Cre K-ras+/LSL-G12D). 
Bei der weiteren Analyse zeigte sich ein signifikanter linearer Zusammenhang 
zwischen Periostin- und αSMA-Expression bei ckphet-Mäusen (p=0.042) sowie auch 
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bei ckpKO-Mäusen (p=0.02). Bei ck-Mäusen bestand kein signifikanter 
Zusammenhang. Bei ckpKO-Mäusen zeigte sich außerdem ein signifikanter linearer 
Zusammenhang zwischen Periostin- und Anilin-Positivität (p=0.029). Bei den anderen 
GEMMs bestand dieser Zusammenhang nicht (Abbildung 19).  
 
 
Abbildung 19 Korrelation der Periostin-Expression mit αSMA-Expression und Anilin-Positivität 
bei den verschiedenen Mausmodellen: Die lineare Regressionsanalyse zeigt einen signifikanten 
linearen Zusammenhang zwischen Periostin- und αSMA-Expression bei ckphet- und ckpKO-Mäusen 
(p=0.042 bzw. p=0.02, B und C). Bei ckpKO-Mäusen zeigt sich zudem ein signifikanter linearer 
Zusammenhang zwischen Periostin-Expression und Anilin-Positivität (p=0.029, F). 
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Abbildung 20 Korrelation von Periostin-Expression sowie von PASI mit PSC-Proliferation bei 
den verschiedenen Mausmodellen: Die lineare Regressionsanalyse zeigt einen signifikanten linearen 
Zusammenhang zwischen PASI und PSC Ki67-Positivität bei ckphet-Mäusen (p=0.0014, E). 
Bei ckphet-Mäusen ergab die lineare Regressionsanalyse einen signifikanten 
Zusammenhang zwischen PASI und PSC-Proliferation (p=0.0014), welcher bei den 
anderen GEMMs nicht bestand (Abbildung 20). Zwischen PASI und PCC-
Proliferation sowie zwischen ASI und PSC- sowie PCC-Proliferation bestand bei 
keinem der Mausmodelle eine signifikante Korrelation. 
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4.2.3 Korrelation der pathologischen Parameter mit dem Überleben 
von ck- und ckp-Mäusen 
Um den Einfluss der histologischen Parameter auf das Überleben der verschiedenen 
GEMMs zu analysieren, führten wir für die folgenden Parameter eine Kaplan-Meier-
Analyse sowie einen Log-Rank Test bei den beiden Mausmodellen durch: 
Proliferationsraten der PCCs und PSCs, ESPI, αSMA- und Periostin-Expression sowie 
Kollagenbildung (Tabelle 7).  Bei ck-Mäusen zeigte sich in der univariablen Analyse 
ein signifikanter Zusammenhang zwischen einer hohen αSMA-Expression und einem 
längeren Überleben (p=0.017). Eine niedrige Anilin-Positivität korrelierte ebenfalls 
signifikant mit längerem Überleben (p=0.004). In der multivariablen Analyse ergaben 
sich eine signifikante positive Korrelation des ESPI (p=0.035) sowie eine negative 
Korrelation der PCC-Proliferationsrate mit dem Überleben (p=0.023). Auch die αSMA-
Expression wies in der multivariablen Analyse Signifikanz auf (p=0.036). Es zeigte sich 
außerdem ein positiver Trend zwischen Periostin-Expression und Überleben 
(p=0.069).  
Bei den ckphet-Mäusen ergab sich weder in der univariablen noch in der multivariablen 
Analyse ein signifikanter Unterschied zwischen den Subgruppen der analysierten 
Parameter.  
Bei den ckpKO-Mäusen zeigte sich in der univariablen Analyse eine signifikante 
negative Korrelation zwischen αSMA-Expression (p=0.047), PCC-Proliferation 
(p≤0.0001) sowie auch PSC-Proliferation (p≤0.0001) mit dem Überleben. Die PCC-
Proliferation war bei den ckpKO-Mäusen der einzige unabhängige prognostische Faktor 
(p=0.013, Tabelle 7).  
Bei allen GEMMs lag bei der Mehrzahl aller Tiere der ESPI ≤2 (ck: 55%, ckphet: 86%, 
ckpKO: 85%), sodass hier keine Subgruppen-Analyse erfolgte. 
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Tabelle 7: Ergebnisse der univariablen (UVA) und multivariablen (MVA) Analysen bei GEMMs. 
Parameter Medianes 
Überleben 
(Tage) 
UVA MVA HR 95% 
Konfidenzintervall 
ck-PCCKi67 niedrig/ 
hoch 
406/342 0.894 0.023 19.613 1.510 254.745 
ck-PSCKi67 niedrig/ 
hoch 
431/342 0.206 0.175 0.242 0.031 1.875 
ck-ESPI niedrig/ hoch 319/434 0.294 0.035 0.142 0.023 0.871 
ck-αSMA niedrig/ 
hoch 
342/467 0.017 0.036 0.219 0.053 0.902 
ck-Anilin niedrig/ 
hoch 
467/337 0.004 0.916 1.105 0.172 7.084 
ck-Periostin niedrig/ 
hoch 
393/406 0.532 0.069 0.296 0.080 1.098 
ckphetPCCKi67 
niedrig/ hoch 
104/170 0.258 0.137 0.151 0.012 1.829 
ckphetPSCKi67 
niedrig/ hoch 
148/170 0.538 0.817 0.879 0.296 2.612 
ckphetESPI niedrig/ 
hoch 
148/149 0.660 0.221 5.236 0.369 74.348 
ckphetαSMA niedrig/ 
hoch 
152/148 0.789 0.805 1.145 0.392 3.345 
ckphetAnilin niedrig/ 
hoch 
149/148 0.961 0.945 1.041 0.332 3.265 
ckphetPeriostin 
niedrig/ hoch 
161/148 0.374 0.379 1.624 0.552 4.784 
ckpKOPCCKi67 
niedrig/ hoch 
63/46 ≤0.0001 0.013 16.725 1.793 156.009 
ckpKOPSCKi67 
niedrig/ hoch 
63/46 ≤0.0001 0.122 3.669 0.707 19.041 
ckpKOESPI niedrig/ 
hoch 
52/50 0.543 0.791 1.244 0.248 6.232 
ckpKOαSMA niedrig/ 
hoch 
61/48 0.047 0.196 2.718 0.597 12.380 
ckpKOAnilin niedrig/ 
hoch 
60/50 0.772 0.831 0.878 0.265 2.908 
ckpKOPeriostin 
niedrig/ hoch 
61/49 0.293 0.530 1.524 0.410 5.664 
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Beim Vergleich zweier Gruppen wurde der Median als Cut-off Wert verwendet. HR: Hazard Ratio, 
αSMA: Alpha-Smooth Muscle Actin, PCC: Pankreatische Tumorzellen, PSC: Pankreatische 
Sternzellen, ESPI: Epithelial Stromal Proliferation Index. 
 
4.3 Vergleich von humanem und murinem Gewebe hinsichtlich 
Zellproliferation und Fibrose 
Da für die Auswertung der Ki67-Färbung die absolute Zahl Ki67-positiver Zellen bei 
400 Krebszellen sowie bei 400 Sternzellen gezählt wurde und da die Auswertung der 
αSMA- und Anilin-Färbungen mittels PC-gestützter Bildanalyse erfolgte, konnten die 
Komponenten des Tumorstromas bei menschlichem und bei murinem Gewebe 
quantitativ verglichen werden. Dabei zeigte sich bei menschlichen Tumoren im 
Vergleich zu allen GEMMs eine signifikant höhere Proliferationsrate der Tumorzellen 
(p≤0.0001). Zwischen den einzelnen GEMMs zeigten sich hierbei keine signifikanten 
Unterschiede. Hinsichtlich PSC-Proliferation ergaben sich zwischen keiner der 
Gruppen signifikante Unterschiede (p=0.1921, vgl. Abbildung 21). 
Der ESPI war bei menschlichem Gewebe und Gewebe der ck-Mäuse signifikant höher 
als bei ckp-Mäusen. Zwischen humanem Gewebe und ck-Mäusen zeigten sich dabei 
keine signifikanten Unterschiede. Interessanterweise lag bei humanem Gewebe eine 
signifikant höhere αSMA-Expression vor als bei jedem der GEMMs (+360% bis 
+406%, p≤0.0001). Das Gewebe von ckp-Mäusen wies eine signifikant höhere 
Kollagenbildung auf als humanes Gewebe (+48% bis +55%, p=0.0180). Zwischen 
humanem Gewebe und Gewebe von ck-Mäusen bestand dabei kein signifikanter 
Unterschied. Die Periostin-Expression war bei humanem Gewebe signifikant höher als 
bei dem Gewebe sowohl von ck-Mäusen als auch von ckphet-Mäusen (p≤0.0001). 
CkpKO-Mäuse wiesen eine signifikant höhere Periostin-Expression als ck-Mäuse auf; 
zu humanem Gewebe zeigte sich kein signifikanter Unterschied (Abbildung 21).  
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Abbildung 21 Quantitative Analyse von PDAC-Gewebe beim Menschen und genetisch 
modifizierten Mausmodellen: PCC Ki67: Proliferationsindex der pankreatischen Tumorzellen, PSC 
Ki67: Proliferationsindex der pankreatischen Sternzellen, ESPI: Epithelial Stromal Proliferation Index, 
αSMA: Alpha-Smooth Muscle Actin, h: human, n.s: nicht signifikant, *: signifikant. 
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Bei der Zielsetzung unser Studie beschäftigten wir uns vor allem mit der Frage: Wie 
kommt es bei verschiedenen Therapieansätzen mit antifibrotischem 
Wirkmechanismus beim PDAC zu einer so deutlichen Diskrepanz zwischen 
vielversprechenden Ergebnissen in präklinischen Studien und enttäuschenden 
Resultaten im klinischen Setting? 
Als mögliche Ursachen für diese Problematik kommen vor allem die drei folgenden 
Aspekte in Frage: 1) Es werden ungeeignete experimentelle Designs und Werkzeuge 
verwendet: Ungeeignete Marker zur Erfassung der Veränderungen im Tumorstroma 
sowie ineffiziente Experimentalsysteme, die die Tumormikroumgebung nicht 
vergleichbar widerspiegeln, führen zu einer falschen Interpretation der Ergebnisse. 
2) Die antifibrotische Therapie wird nicht-selektiv bei allen Patienten angewendet. Bei 
einigen Patienten, bei denen das Stroma eine protektive Rolle einnimmt, könnte sie 
sich jedoch sogar kontraproduktiv auswirken.  
3) Es liegen funktionelle Unterschiede des Tumorstromas beim Menschen und bei 
genetisch modifizierten Mausmodellen vor, welches entsprechend abweichende 
Interaktionen mit den Tumorzellen aufweist und somit Unterschiede im Verhalten der 
Tumor-Stroma-Einheit zur Folge hat.  
An genetisch modifizierten Mausmodellen durchgeführte Studien werden durch viele 
Faktoren beeinflusst. Einflussfaktoren sind unter anderem der Zeitpunkt, an welchem 
ein bestimmtes Medikament eingesetzt wird sowie die Dauer, über die es gegeben 
wird. Dabei können bei unterschiedlichem Vorgehen gegenteilige Effekte ausgelöst 
werden. Hier lässt sich als ein Beispiel wieder die bereits erwähnte klinische Studie 
zur Stromareduktion durch einen Sonic Hedgehog- Inhibitor anführen, die auf Grund 
erhöhter Mortalität im Therapiearm abgebrochen werden musste (Amakye, Jagani et 
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al. 2013, Erkan 2013). Vorangegangen war der Einsatz desselben Medikamentes in 
einer präklinischen Studie mit durchschlagendem Erfolg (Olive, Jacobetz et al. 2009, 
Hwang, Moore et al. 2012). Die Aufarbeitung durch dieselbe Arbeitsgruppe zeigte, 
dass durch eine akute Verminderung des Stromas die Tumorperfusion zeitweise 
erhöht und somit die wirksame Konzentration von Medikamenten im Tumorgewebe 
erhöht werden kann, chronische Verminderung jedoch zu einem beschleunigten 
Krankheitsverlauf und gering differenzierten Tumoren führt (Rhim, Oberstein et al. 
2014).  
Ein weiteres wichtiges Problem bei vielen Studien ist die Verwendung von αSMA als 
Marker, um die „fibroblastische Aktivität“ von PSCs zu bestimmen (Tsang, Zhang et al. 
2013, Ozdemir, Pentcheva-Hoang et al. 2014). Doch obwohl die Extrazellulärmatrix 
ein Produkt aktivierter Sternzellen darstellt, korreliert die αSMA-Expression nicht 
immer mit dem Grad der Fibrose oder Inflammation (Erkan, Michalski et al. 2008, 
Erkan, Reiser-Erkan et al. 2012). PSCs stellen eine wichtige Komponente des 
Tumorstromas dar und das Verständnis ihres Verhaltens ist sehr wichtig, um hier 
therapeutisch eingreifen zu können. Dabei wird häufig die αSMA-Expression von 
PSCs mit „PSC-Aktivität“, und damit meist auch mit fibroblastischer Aktivität 
gleichgesetzt (Ozdemir, Pentcheva-Hoang et al. 2014). Es besteht Einigkeit darüber, 
dass die αSMA-Expression zusammen mit dem Verlust der Vitamin A-speichernden 
Fetttröpfchen die Transdifferenzierung von ruhenden PSCs zum aktivierten 
myofibroblastischen Phänotyp kennzeichnet (Erkan, Adler et al. 2012, Xue, Jia et al. 
2018). Die Korrelation von αSMA-Expression der PSCs und PSC-Proliferation ist 
jedoch bislang unklar. Bisherige in vitro-Untersuchungen zeigten eine Überlappung 
der αSMA-Expression mit der proliferativen Phase der PSCs, wobei jedoch meist nur 
ein kurzer Zeitraum von etwa 2 bis 3 Tagen untersucht wurde. Dabei wurden PSCs 
zumeist auf Plastik oder in Xenograft-Modellen kultiviert (Apte, Haber et al. 1998, 
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Bachem, Schneider et al. 1998, Masamune, Watanabe et al. 2008, Rebours, 
Albuquerque et al. 2013). Bei unserer Studie zeigte sich eine signifikante inverse 
Korrelation zwischen PSC-Proliferation und αSMA-Expression. Um die 
Reproduzierbarkeit dieser Begebenheit in vitro zu überprüfen, führten wir 
Immunfluoreszenz- und Westernblot-Untersuchungen durch: Eine Analyse von PCNA- 
und αSMA-Expression bei kultivierten primären humanen pankreatischen Sternzellen 
über einen zeitlichen Verlauf von 64 Tagen zeigte, dass die αSMA-Expression im 
Verlauf zunahm, während die Proliferationsrate der PSCs gleichzeitig abnahm. 
Physiologisch gesehen ist diese Entwicklung eigentlich nicht verwunderlich: bei αSMA 
handelt es sich um ein Intermediärfilament des Zytoskeletts, das einen kontraktilen 
Faktor der Myofibroblasten darzustellen scheint. Dabei lassen sich Vergleiche zum 
Vorgang der physiologischen Wundheilung ziehen, bei der Fibroblasten ihren 
Phänotyp ändern. Während der Granulation mit Gewebekontraktion entwickelt sich ein 
hoher Anteil der Fibroblasten zu Myofibroblasten, welche eine αSMA-Expression 
aufweisen (Gabbiani 1992). Wenn die Wunde epithelialisiert ist und die Kontraktion 
somit sistiert, verschwinden die Myofibroblasten wieder - am ehesten durch Apoptose. 
Die dabei entstehende Narbe wird zellärmer, wobei sich noch typische Fibroblasten 
ohne Mikrofilamente beziehungsweise αSMA nachweisen lassen (Gabbiani 1992). 
Auch bei fibrokontraktilen Erkrankungen entwickeln Fibroblasten kontraktile 
Eigenschaften und entwickeln eine Zentripetalkraft, die zu einer Kontraktion des 
Gewebes führt. Wie in chronischen Wunden persistieren dabei jedoch die 
Myofibroblasten (Gabbiani 1992, Arora and McCulloch 1999).   
Es konnte gezeigt werden, dass Fibroblasten, die auf eine steifere Oberfläche mit 
somit erhöhter Spannung aufgebracht werden, die Struktur ihres Zytoskeletts sowie 
die Beschaffenheit des Integrins auf ihrer Zelloberfläche verändern (Desmouliere and 
Gabbiani 1992, Arora, Narani et al. 1999, Desmouliere, Chaponnier et al. 2005, Jones 
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and Ehrlich 2011). Wenn die Zellen auf eine steife Matrix aufgebracht werden, werden 
ihre Ausläufer länger; an der Zelloberfläche wird αvβ3-Integrin exprimiert und die 
Zellen exprimieren αSMA. Auf ein flexibles Gel aufgebracht, stellen sich die Zellen 
hingegen insgesamt kürzer dar, exprimieren α2β1-Integrin auf der Zelloberfläche und 
kein αSMA (Jones and Ehrlich 2011). Entsprechend exprimieren auch Fibroblasten bei 
der Wundheilung zu Beginn im frühen Granulationsgewebe unter minimaler Spannung 
α2β1-Integrin auf der Zelloberfläche, welches für die Organisation feiner Kollagen-
Fibrillen zu kräftigen Kollagensträngen benötigt wird. Im Verlauf unter zunehmender 
Spannung wird α2β1-Integrin durch αvβ3-Integrin bei gleichzeitig beginnender αSMA-
Expression ersetzt (Jones and Ehrlich 2011). Dieser Prozess findet dabei konsistent 
mit dem Wechsel von Interaktionen der Fibroblasten mit Kollagen zu Interaktionen mit 
nicht-Kollagen Proteinen statt. Es kommt dadurch bei Vorliegen einer erhöhten 
Spannung zur Wundkontraktion (Jones and Ehrlich 2011).  
Aktinfilamente werden in Fibrillenbündeln organisiert und führen zu einer guten 
Adhäsion der Zellen am Substrat, wobei diese Organisation bei in vitro- 
Untersuchungen sehr von den Proteinen der Extrazellulärmatrix abhängt (Arora and 
McCulloch 1999). Aus der guten Adhäsion resultiert ein Schutz der Zellen gegen 
Apoptose (Arora and McCulloch 1999). Wenn Zellen mit Inhibitoren der fokalen 
Adhäsionskinase behandelt werden oder wenn der Integrin-Signalweg blockiert wird, 
wird die αSMA-Expression in den Zellen ebenfalls reduziert (Mantoni, Lunardi et al. 
2011). Es ist wahrscheinlich, dass ein steifes Stroma mit einem langsamen Turnover 
der Extrazellulärmatrix mit einer hohen αSMA-Expression der PSCs assoziiert ist und 
im Gegenzug ein weniger steifes Stroma mit einem schnelleren Turnover der Matrix 
sowie mit einer geringeren αSMA-Expression der PSCs. 
Insgesamt lässt sich sagen, dass die αSMA-Expression von PSCs zwar die 
Transdifferenzierung von PSCs zum aktiven myofibroblastschen Phänotyp anzeigt, 
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jedoch nicht mit der PSC-„Aktivität“ per se gleichgesetzt werden kann, und dass eine 
solche Interpretation somit zu falschen Schlussfolgerungen bei Studien führt (Erkan, 
Adler et al. 2012). Als ein neuer Therapieansatz werden derzeit auch Angriffspunkte 
an Signalwegen, die zur PSC-Inaktivierung führen, untersucht. So führt die Hemmung 
des MAPK-Signalwegs in PSCs über Retinol beziehungsweise Retinsäure zu einer 
Induktion der Inaktivierung von aktivierten PSCs (Kim, Yoo et al. 2009, Masamune and 
Shimosegawa 2009, Erkan, Adler et al. 2012). Auch weitere Ansatzpunkte zur PSC-
Inaktivierung werden erforscht (Kim, Yoo et al. 2009, Erkan, Adler et al. 2012, Han, Li 
et al. 2018, Kanat and Ertas 2018). Obwohl die Extrazellulärmatrix ein Produkt 
aktivierter PSCs ist, korreliert die PSC-„Aktivität“, die durch αSMA-Expression ermittelt 
wird, jedoch nicht immer mit der Ausprägung der Fibrosierung des Gewebes oder auch 
der Infiltration inflammatorischer Zellen (Michalski, Gorbachevski et al. 2007, Erkan, 
Michalski et al. 2008, Erkan, Reiser-Erkan et al. 2012). Die Funktion der αSMA-
positiven, aktivierten PSCs kann prädominant fibroblastisch oder fibrolytisch sein 
(Krizhanovsky, Yon et al. 2008). PSCs können Proteine der Extrazellulärmatrix 
sezernieren, jedoch beispielsweise auch Matrix-Metalloproteinasen, welche ECM-
Proteine abbauen, sowie Gewebeinhibitoren von Matrix-Metalloproteinasen (Tissue 
inhibitors of metalloproteinases, TIMP) produzieren (Liu and Du 2015). Zellen mit 
prädominant fibrolytischer Funktion führen zu einem Abbau von Extrazellulärmatrix. 
Auch zwischen der αSMA-Expression von PSCs und der Kollagen-Ablagerung besteht 
somit keine Korrelation. Dies konnte übereinstimmend mit früher publizierten Daten 
auch in unserer Studie gezeigt werden. Deshalb bedeutet die Elimination von PSCs, 
die mit ihrer fibrolytischen Aktivität auch für das Turnover der ECM verantwortlich sind, 
in späteren Tumorstadien auch nicht unbedingt, dass dadurch die Stromadichte 
abnimmt.  
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Bezüglich des zweiten Punktes ist ein wichtiger Aspekt, dass die Menge an 
desmoplastischem Gewebe beim PDAC innerhalb eines Tumors sowie auch zwischen 
den einzelnen Patienten sehr variabel ausgeprägt ist, was einen bedeutenden Einfluss 
auf die Prognose hat. Insgesamt ist die extrazelluläre Matrix eine wichtige Komponente 
der Tumormikroumgebung. ECM-Proteine können die Mikroumgebung modulieren 
und die Homöostase regulieren (Liu and Du 2015).  
Der Activated Stroma Index (ASI), definiert als das Verhältnis von αSMA-Expression 
zu Anilin-Expression, ist ein Marker für die Stromaaktivität beim PDAC: Der Index zeigt 
an, ob das Stroma prädominant als fibrolytisch, fibrogen, inaktiv oder schlafend zu 
werten ist (Erkan, Hausmann et al. 2012). Der ASI ist ein unabhängiger prognostischer 
Marker für das Überleben, obwohl Tumorzellen weder αSMA noch Anilin exprimieren 
(Erkan, Michalski et al. 2008). Dies zeigt, wie wichtig der Einfluss der 
Tumormikroumgebung - unter anderem durch Selektionsdruck auf die Tumorzellen mit 
sequenzieller phänotypischer Adaptation auf diese Barriere - auf das Verhalten des 
PDAC ist (Erkan, Michalski et al. 2008, Erkan, Reiser-Erkan et al. 2012). Eine 
desmoplastische hypoxische Mikroumgebung kann zur Chemoresistenz des 
Pankreaskarzinoms beitragen, indem Apoptose-resistente Klone selektioniert werden 
(Erkan, Hausmann et al. 2012, Erkan, Reiser-Erkan et al. 2012, Le, Rajeshkumar et 
al. 2012). Zudem kann ein desmoplastisches Stroma den Transport von Therapeutika 
zu den Tumorzellen sowohl im Primärtumor als auch in Metastasen beeinträchtigen 
(Provenzano, Cuevas et al. 2012, Jain 2013, Whatcott, Diep et al. 2015, Kim, Shin et 
al. 2017).  
Der Effekt des Grades an Desmoplasie auf das Outcome beim PDAC ist sogar 
vergleichbar mit dem des Lymphknotenstatus (Erkan, Michalski et al. 2008). Auch 
unsere Daten zeigen, dass das Tumorstroma beim humanen PDAC nicht einheitlich 
ist. Bei der Analyse des Stromas zeigten sich hohe Standardabweichungen bei der 
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αSMA-Expression (16,4%), der Periostin-Expression (19,8%) sowie auch bei der 
Anilin-Positivität (18,3%). Auch die Ki67-Positivität von PCCs und PSCs wies in 
unserem Kollektiv hohe Standardabweichungen auf (19,5% bzw. 11,8%). Bei der 
Korrelation dieser Parameter mit dem Überleben zeigte sich, dass das Verhältnis von 
Ki67-Positivität der PCCs zu Ki67-Positivität der PSCs dabei den einzigen 
unabhängigen prognostischen Faktor unter den pathologischen Parametern darstellt. 
Wir definierten diesen Parameter als Epithelial Stromal Proliferation Index (ESPI). Der 
Grad der Tumorzell-Proliferation allein hat keinen signifikanten Einfluss auf das 
Überleben; bei der PSC-Proliferation wiesen Patienten mit hohen und mit niedrigen 
Werten ein annähernd gleiches Überleben auf. Entscheidend ist also das Verhältnis 
dieser beiden Parameter zueinander, beziehungsweise die Balance der 
Proliferationsraten von PCCs und PSCs.  
Es zeigte sich, dass der ESPI bei hoher PCC-Proliferation tendenziell ebenfalls höhere 
Werte aufweist; möglicherweise kann hier die PSC-Proliferation in den peritumoralen 
Arealen nicht mit den schneller proliferierenden Tumorzellen „mithalten“. Bei Patienten 
mit einem solchen hohen ESPI war das Überleben schlechter. In einer multivariablen 
Analyse konnte gezeigt werden, dass die Balance der Proliferationsraten von PCCs 
und PSCs zusammen mit dem Lymphknotenstatus und der Tumorgröße den 
wichtigsten Einfluss auf das Patientenüberleben zu haben scheint. Eine Subgruppen-
Analyse zeigte, dass Patienten mit einem ESPI ≤2 eine andere Tumorbiologie 
beziehungsweise Stromareaktion aufweisen, die mit einem dreimal längeren 
Überleben assoziiert ist. Es handelt sich dabei um 28% der Kohorte. Klinisch sind die 
Patienten älter, haben häufiger differenzierte Tumore und weisen weniger häufig 
Metastasen auf. Der Grund für das niedrige ESPI-Verhältnis ist bei diesen Patienten 
aber nicht allein die geringere Proliferationsrate der Tumorzellen, sondern auch eine 
signifikant höhere Proliferationsrate der PSCs verglichen mit den anderen ESPI-
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Fraktionen. Die Tumore weisen auch eine signifikant geringere αSMA-Expression und 
eine geringere Kollagenablagerung in ihrem Stroma auf. Wie oben bereits 
beschrieben, wird αSMA analog zum physiologischen Prozess der Wundheilung in 
Fibrillenbündeln organisiert und führt zu einer besseren Adhäsion der Zellen und somit 
zu einer geringeren Motilität der PSCs beziehungsweise zu einem steiferen Stroma 
(Arora and McCulloch 1999).  
Es scheint also insgesamt so, dass Patienten mit einem ESPI ≤2 ein dynamischeres 
Stroma mit einem schnellen Turnover der Extrazellulärmatrix aufweisen.  
Bei der linearen Regressionsanalyse der immunhistochemisch erhobenen Parameter 
korrelierte in unserer Untersuchung eine höhere PSC-Proliferationsrate signifikant 
invers mit der αSMA-Expression. Diese korrelierte wiederum signifikant linear mit der 
Periostin-Expression. Eine hohe Sternzell-Proliferationsrate scheint also tendenziell 
mit einer geringeren αSMA- und Periostin-Expression assoziiert zu sein.  
Ein ESPI ≤2 korrelierte in unserer Studie signifikant mit einer niedrigen PCC-
Proliferationsrate (p=0.0225), einer hohen PSC-Proliferationsrate (p=0.0002), 
niedriger αSMA-Expression (p=0.0289) und höherem Patientenalter (p=0.0241). Es 
zeigten sich außerdem positive Trends bei niedriger Anilin-Positivität (p=0.0548) sowie 
bei guter Differenzierung der Tumore (G1 vs. G2 und G3, p=0.0623).  
Übereinstimmend hierzu zeigte sich in der Korrelation mit dem Patientenüberleben in 
unserer Kohorte ein tendenziell längeres Überleben bei Patienten mit niedriger PCC-
Proliferation (19 vs. 13 Monate) sowie bei niedriger αSMA-Expression (18 vs. 15 
Monate), wenn auch nur die Korrelation von ESPI mit dem Überleben Signifikanz 
aufwies (18 vs. 12 Monate, p=0.008 in der multivariablen Analyse bei ESPI ≤2 bzw. 
>2). Dies scheint die These zu unterstützen, dass ein weniger dichtes Stroma 
vorteilhaft ist. Die Rolle des Periostins scheint jedoch schwieriger zu erfassen zu sein: 
Bei ESPI-Werten ≤2 zeigte sich tendenziell eine etwas niedrigere Periostin-Expression 
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als bei einem hohen ESPI; das Patientenüberleben war jedoch bei hoher Periostin-
Expression etwas besser als bei niedrigen Werten (17 vs. 15 Monate). 
In den meisten Studien wird eine hohe Periostin-Expression mit einem schlechteren 
Outcome in Verbindung gebracht (Erkan, Kleeff et al. 2007, Liu and Du 2015, Liu, Li 
et al. 2016). Periostin, auch Osteoblast-Specific Factor 2 (OSF-2), ist ein 
sekretorisches ECM-Protein, welches im Periost exprimiert und in der 
Tumormikroumgebung verschiedener Tumorentitäten überexprimiert wird; beim PDAC 
ist die Periostin-Expression 42mal höher als in gesundem Pankreasgewebe (Erkan, 
Hausmann et al. 2012). Neuere Studien zeigen, dass Periostin mit der Karzinogenese 
verschiedener Malignome assoziiert ist und bei verschiedenen Karzinomentitäten 
überexprimiert ist, so außer beim Pankreaskarzinom (Erkan, Kleeff et al. 2007, Ben, 
Jin et al. 2011) unter anderem auch beim Mammakarzinom, beim Neuroblastom, beim 
epithelialen Ovarialkarzinom sowie beim nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom 
(Sasaki, Sato et al. 2002, Morra, Rechsteiner et al. 2012, Xu, Xu et al. 2012, Kang, Liu 
et al. 2018). Mit der Periostin-Immunhistochemie lässt sich eine Fibrosierung des 
Gewebes gut darstellen. Periostin wird beim PDAC ausschließlich von aktivierten 
Sternzellen produziert und ist mit einem Krankheitsprogress assoziiert (Erkan, Kleeff 
et al. 2007). Es konnte sogar gezeigt werden, dass Periostin ein früherer Indikator für 
die Aktivierung von PSCs ist als αSMA, welches derzeit den am häufigsten 
verwendeten Marker für die PSC-Aktivierung darstellt (Erkan, Kleeff et al. 2007). 
Periostin scheint ein Marker für die Tumor-spezifische Sternzell-Aktivierung zu sein 
(Erkan, Hausmann et al. 2012). Es wird angenommen, dass Periostin die PCC-
Proliferation stimuliert und die Widerstandskraft der Tumorzellen gegen 
Nährstoffmangel und Hypoxie erhöht (Baril, Gangeswaran et al. 2007, Liu and Du 
2015) sowie ihre Invasivität fördert (Baril, Gangeswaran et al. 2007, Ben, Jin et al. 
2011). Bei hohen Periostin-Konzentrationen erfolgt eine Aktivierung des AKT-
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Signalwegs, wodurch es zu einem besseren Überleben der PCC unter hypoxischen 
Bedingungen sowie zu einer erhöhten Migration von Tumorzellen kommt (Kanno, 
Satoh et al. 2008). Außerdem wirkt Periostin proangiogen (Liu and Du 2015); auch 
induziert es die Expression von Matrix-Metalloproteinasen, wodurch der Abbau von 
Extrazellulärmatrix sowie die PCC-Migration unterstützt wird (Conway, Izuhara et al. 
2014). Periostin könnte sogar für die Chemoresistenz auf Gemcitabin verantwortlich 
sein (Liu, Li et al. 2016). PCCs wiederum stimulieren PSCs zur Sekretion von Periostin 
(Erkan, Kleeff et al. 2007). Somit erhöht die Interaktion von pankreatischen Tumor- 
und Sternzellen die Periostin-Expression (Liu and Du 2015). Periostin scheint auch die 
PSC-Aktivität zu erhöhen (Erkan, Kleeff et al. 2007). Einmal durch Tumorzellen 
aktiviert, können PSCs ihr aktives Stadium durch einen autokrinen „Periostin-Loop“ 
sogar unter Radiotherapie aufrechterhalten und ECM-Proteine produzieren (Erkan, 
Kleeff et al. 2007). Der genaue Effekt von Periostin auf PCCs ist jedoch bislang unklar 
und wird kontrovers diskutiert: Beispielsweise zeigte eine Studie von Kanno et al. ein 
langsameres Wachstum bei Tumoren mit Periostin-Überexpression im Vergleich zur 
Kontrolle (Kanno, Satoh et al. 2008). Auch wiesen Tumore mit Periostin-
Überexpression in dieser Studie eine geringere Metastasierung auf (Kanno, Satoh et 
al. 2008). Periostin könnte also auch je nach Expressionsmenge einen biphasischen 
Effekt auf die Tumorzellproliferation beim PDAC haben (Liu and Du 2015). Dabei 
scheinen niedrige Periostin-Konzentrationen die Tumoraggressivität zu hemmen; 
hohe Konzentrationen scheinen hingegen zu einer Erhöhung der Tumoraggressivität 
zu führen (Kanno, Satoh et al. 2008).  
 
Beim Menschen sowie auch bei genetisch modifizierten Mausmodellen, die auf einer 
Aktivierung des K-ras- Onkogens basieren, spiegelt die Proliferationsrate der PSCs 
die der PCCs wider, was auch unsere Daten zeigen. Dies bedeutet jedoch nicht, dass 
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PSCs bei der Pankreaskarzinogenese nicht zwei gegensätzliche Rollen spielen 
können. Es wird weithin angenommen, dass die Aktivierung von PSCs sich Tumor-
supportiv auswirkt (Bachem, Schunemann et al. 2005, Erkan, Kleeff et al. 2007, Apte 
and Wilson 2012, Apte, Wilson et al. 2013, Kadaba, Birke et al. 2013). Pankreatische 
Sternzellen stellen Schlüsselmediatoren der desmoplastischen Stromareaktion dar 
(Farrow, Rowley et al. 2009). Einige Therapieansätze zielen darauf ab, die 
sekretorische Funktion von PSCs zu hemmen oder aktivierte PSCs wieder in ihren 
Ruhezustand zu versetzen (Apte, Pirola et al. 2012, Pang, Wilson et al. 2017, Yeo, 
Phillips et al. 2017). Hintergrund ist dabei, durch nachlassende ECM-Produktion die 
Gewebsdichte zu reduzieren. Dadurch hofft man zum einen, durch eine verbesserte 
Blutversorgung den Transport von Chemotherapeutika zu den Tumorzellen zu 
verbessern (Neesse, Michl et al. 2011), zum anderen hofft man durch Verringerung 
von Hypoxie die Selektion resistenterer und aggressiverer Tumorzellklone zu 
verhindern (Gharibi, Adamian et al. 2016). Solche Therapieansätze, die am 
Pankreasstroma angreifen, zeigten jedoch in klinischen Studien bislang keine 
zufriedenstellenden Ergebnisse (Bahrami, Khazaei et al. 2017).  
In unserer Studie zeigte sich hingegen, dass Patienten mit einem niedrigen ESPI – der 
mit einer hohen PSC-Proliferationsrate assoziiert ist - ein besseres Überleben 
aufweisen als Patienten mit hohem ESPI. Es gibt einige Studien, die auf eine protektive 
Rolle von Sternzellen und Tumorstroma hindeuten (Bissell and Hines 2011, Erkan 
2013, Ozdemir, Pentcheva-Hoang et al. 2014, Rhim, Oberstein et al. 2014, Xue, Jia et 
al. 2018). Die Verminderung Karzinom-assoziierter Fibroblasten könnte eine 
Immunsuppression induzieren sowie die Epithelial-mesenchymale Transition fördern 
(Ozdemir, Pentcheva-Hoang et al. 2014). Einige Studien deuten sogar darauf hin, dass 
die Eliminierung des Stromas zu gering differenzierten Tumoren und beschleunigter 
Tumorprogression führen könnte (Ozdemir, Pentcheva-Hoang et al. 2014, Rhim, 
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Oberstein et al. 2014). Auch die Inzidenz des PDAC (10-12:100.000) verglichen mit 
der Häufigkeit von dysplastischen PanIN-Läsionen, aus denen sich kein invasives 
Karzinom entwickelt, spricht dafür, dass Kontrollmechanismen des Körpers ein 
Fortschreiten der Karzinogese verhindern können (Lohr, Kloppel et al. 2005, Erkan 
2013). Die Aktivierung von PSCs und die Bildung von Extrazellulärmatrix kann einen 
Abwehrmechanismus des Körpers darstellen, wodurch eine Barriere um den 
schädlichen Stimulus gebildet und so die Tumorausbreitung gehemmt wird (Bissell and 
Hines 2011). Dabei lassen sich Vergleiche zum physiologischen Prozess der 
Wundheilung ziehen, bei welchem Fibroblasten eine Transformation zu αSMA-
exprimierenden Myofibroblasten vollziehen wie oben bereits beschrieben (Gabbiani 
1992). Durch eine Hemmung des lokalen Wachstums des Tumors kommt es 
möglicherweise zu einer besseren Resektabilität. Allerdings kann ein dichtes Stroma 
auch einen Trigger zur Metastasierung des Karzinoms darstellen (Erkan, Reiser-Erkan 
et al. 2012). Diesen Zusammenhang bestätigte unsere Korrelation von pankreatischer 
Tumorzellproliferation und –invasion unter Serum-Entzug, bei der bei abnehmender 
Konzentration von fetalem Kälberserum ein signifikanter Anstieg der 
Tumorzellinvasion nachgewiesen werden konnte (Abbildung 12). Unter bestimmten 
Umständen könnte eine Zerstörung der Stroma-Barriere im Gegensatz hierzu jedoch 
zu einer Steigerung der Metastasierung führen, das Tumorstroma also auch in dieser 
Hinsicht einen protektiven Effekt aufweisen (Erkan 2013). Insbesondere in späteren 
Stadien, in denen die Selektionierung aggressiverer Tumorzellklone bereits 
stattgefunden hat, besitzt die Kombination von Chemotherapie mit antifibrotischer 
Therapie nicht die Potenz, alle Tumorzellen zu eradizieren, könnte jedoch den Weg 
für eine gesteigerte Disseminierung von Tumorzellen „frei machen“ (Erkan 2013).  
Die Ursachen für die Diskrepanz, dass viele Studien eine Tumor-supportive Rolle des 
Stromas beim PDAC zu belegen scheinen, andererseits einige Untersuchungen im 
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Gegenteil aber eine protektive Rolle des Stromas zeigen, müssen dringend 
eingehender untersucht werden. Sie deutet darauf hin, dass die Beschaffenheit des 
Tumorstromas von Patient zu Patient variieren kann. 
Wenn diese Annahme zutrifft, wäre die nicht-selektive Anwendung antifibrotisch 
wirksamer Therapeutika nicht sinnvoll. Insbesondere für die Patientengruppe mit 
einem ESPI ≤2, welche die beste Prognose aufweist, wäre eine solche Therapie 
kontraproduktiv.  
 
Ein weiterer Aspekt, der einen großen Einfluss auf die Karzinogenese beim PDAC zu 
haben scheint, ist das Vorliegen einer Entzündungsreaktion im Pankreasgewebe. So 
entsteht das PDAC häufig auf dem Boden einer chronischen Pankreatitis, wobei es 
sich um einen fortschreitenden fibroinflammatorischen Prozess handelt (Braganza, 
Lee et al. 2011). Auch bei verschiedenen anderen Organen entstehen Karzinome 
gehäuft auf dem Boden einer chronischen Fibrose und Entzündung. Natürlich entsteht 
das PDAC nicht immer in Zusammenhang mit einer chronischen Pankreatitis, aber in 
fortgeschrittenen Stadien liegen fast immer eine Entzündungsreaktion mit Infiltration 
von verschiedenen Entzündungszellen sowie eine fibrotische Reaktion vor, wobei es 
schwer zu sagen ist, welche dieser Faktoren zu welchem Grad Ursache oder Folge 
der Karzinogenese sind, beziehungsweise zu welchen Teilen die Faktoren 
zusammenspielen (Kessenbrock, Plaks et al. 2010, Mehner, Miller et al. 2014). 
Infiltrierende Entzündungszellen können das Tumorzellwachstum beeinträchtigen; sie 
sezernieren jedoch auch Wachstumsfaktoren und angiogene Faktoren, die 
Tumorzellen stimulieren und ihre Proliferation fördern, sowie verschiedene 
proteolytische Enzyme, die die Struktur und Funktion der Extrazellulärmatrix 
beeinträchtigen (Hanahan and Coussens 2012, Mehner, Miller et al. 2014). So 
produzieren beispielsweise Makrophagen und neutrophile Granulozyten Matrix 
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Metalloproteinase-9 (MMP9), ein Enzym, welches durch Stimulation von 
hyperproliferativem Wachstum und Neoangiogenese eine große Rolle in der frühen 
Karzinogenese spielt (Hanahan and Coussens 2012, Mehner, Miller et al. 2014). Eine 
chronische Inflammation ist auch durch eine vaskuläre Hyperpermeabilität 
gekennzeichnet, vergleichbar mit hyperpermeablen unreifen Tumorgefäßen (Gkretsi, 
Zacharia et al. 2017).  
Auch die inflammatorische Reaktion beim PDAC ist somit ein potenzieller 
Angriffspunkt für Therapeutika, wobei sich jedoch die Ausprägung dieser Reaktion und 
möglicherweise auch ihre effektive Funktion – insbesondere auch durch die Interaktion 
mit Tumorzellen und Tumormikroumgebung – von Patient zu Patient unterscheiden 
kann. 
 
Hinsichtlich des dritten Punktes gibt es unserer Kenntnis nach bislang keine Studie, 
die die Gemeinsamkeiten und Unterschiede des PDAC-Stromas in humanem Gewebe 
und bei genetisch modifizierten Mausmodellen untersucht. Hier konnten wir zeigen, 
dass die Tumorzellen in humanem Gewebe signifikant höhere Proliferationsraten 
aufweisen als bei den untersuchten GEMMs (unter Berücksichtigung von homo- und 
heterozygoten ckp-Mäusen im Folgenden als drei GEMMs bezeichnet). Dies führt 
auch zu einem deutlich höheren ESPI in humanem Gewebe im Vergleich zu GEMMs 
(signifikant bei ckphet- und ckpKO-Mäusen). Der Anteil an ckp-Mäusen mit einem ESPI 
≤2 liegt bei 85%; beim Menschen liegt dieser Anteil nur bei 28%. Bei 72% der Patienten 
lag die Proliferationsrate der Krebszellen über denen der GEMMs. Es zeigten sich 
auch Gemeinsamkeiten bei der Beschaffenheit von humanem und murinem Stroma: 
So wiesen bei allen drei Mausmodellen die Proliferationsraten von PCCs und PSCs 
wie in humanem Gewebe eine signifikante lineare Korrelation auf. Auch beispielsweise 
αSMA- und Periostin-Expression zeigten bei ckphet- und ckpKO-Mäusen wie beim 
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Menschen eine signifikante lineare Korrelation. Humanes und murines PDAC-Stroma 
wies in unserer Studie jedoch weitere deutliche Unterschiede auf: Die αSMA-
Expression der PSCs in humanem Stroma war signifikant höher als bei allen drei 
GEMMs; die Kollagen-Ablagerung hingegen war deutlich niedriger (Signifikanz bei 
ckphet- und ckpKO-Mäusen). Humanes Gewebe wies in unserer Untersuchung eine 
deutlich höhere Periostin-Expression verglichen mit murinem Gewebe auf (Signifikanz 
im Vergleich zu ck- sowie zu ckphet-Mäusen). Während αSMA-Expression und Anilin-
Positivität zwischen den drei untersuchten Mausmodellen keine relevanten 
Unterschiede aufwiesen, zeigten sich zwischen allen drei Modellen deutliche 
Differenzen bei der Periostin-Expression: ck-Mäuse wiesen dabei die geringste, ckpKO-
Mäuse die höchste Periostin-Expression auf. Die Sternzell-Proliferationsrate zeigte 
keine signifikanten Unterschiede, war in humanem Gewebe aber tendenziell höher als 
bei den Mausmodellen. Der ESPI hatte nur bei ck-Mäusen einen relevanten Einfluss 
auf das Überleben. Erstaunlicherweise war hier ein hoher ESPI mit einem signifikant 
besseren Überleben assoziiert; eine niedrige PCC-Proliferationsrate korrelierte 
signifikant, eine niedrige PSC-Proliferationsrate nicht signifikant mit einem besseren 
Überleben. Interessanterweise korrelierte bei ck-Mäusen eine hohe αSMA-Expression 
signifikant mit einem besseren Überleben, bei ckpKO-Mäusen im Gegenteil eine 
niedrige αSMA-Expression. Auch bei diesem Mausmodell waren niedrige PCC- und 
PSC-Proliferationsraten mit einem signifikant besseren Überleben assoziiert. 
Die Untersuchung zeigt eindrücklich, dass keines der verwendeten Mausmodelle das 
Tumorstroma beim PDAC und somit auch die Tumor-Stroma-Interaktionen adäquat 
abbildet. Die drei untersuchten GEMMs unterscheiden sich auch untereinander stark 
in der Beschaffenheit des Stromas. Insbesondere zeigen sich deutliche Differenzen in 
der Gesamtausprägung verschiedener Marker, was zum Teil einen großen Einfluss 
auf deren Bedeutung zu haben scheint. Dies zeigt, dass es nicht auf einzelne absolute 
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Werte, sondern auf das Zusammenspiel der einzelnen Komponenten des 
Tumorstromas ankommt. Beispielsweise ist die αSMA-Expression der PSCs beim 
Menschen deutlich stärker ausgeprägt als im murinen Gewebe; hier ist eine niedrigere 
Expression vorteilhaft für das Outcome. Bei den drei GEMMs ist der Einfluss der 
αSMA-Expression auf das Überleben hingegen unterschiedlich; bei einem der Modelle 
korreliert ein hoher Wert mit einem längeren Überleben. Bei der Periostin-Expression 
geht das abfallende durchschnittliche Überleben der drei untersuchten GEMMs mit 
ansteigenden mittleren Periostin-Werten einher. Dabei zeigt sich bei ck-Mäusen, dem 
Modell mit den niedrigsten durchschnittlichen Periostin-Werten und dem längsten 
Überleben, bei einer hohen Periostin-Expression ein besseres Outcome (Trend; 
p=0.069 in der multivariablen Analyse), bei ckpKO-Mäusen im Gegensatz bei einem 
niedrigem Periostin-Wert tendenziell ein besseres Outcome (nicht signifikant). Hierbei 
ist zu beachten, dass Tendenzen natürlich auch durch die kleine Fallzahl bedingt sein 
könnten; die Ergebnisse sollten somit mit Vorsicht interpretiert werden. Auch der ESPI 
ist bei abweichenden PSC- und vor allem deutlich unterschiedlichen PCC-
Proliferationsraten weder zwischen humanem und murinem Stroma, noch zwischen 
den verschiedenen Mausmodellen vergleichbar.   
Die Unterschiede zwischen humanem und murinem Tumorstroma könnten durch die 
unterschiedliche Tumorentwicklung bei Menschen und GEMMs herrühren. Während 
die Mehrzahl der humanen PDACs unifokal sind und meist erst im späten 
Erwachsenenalter entstehen, werden bei GEMMs genetische Veränderungen häufig 
simultan in vielen Zellen induziert, um den Zeitraum der Tumorentwicklung zu 
verkürzen. Onkogene Mutationen werden während der Organentwicklung in 
Epithelzellen eingebracht, wodurch die maligne Transformation im gesamten 
Pankreas simultan beginnt. Die präkanzerösen Läsionen sowie die Tumore bei 
GEMMs weisen daher meist ein multifokales oder diffuses Wachstum auf und 
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entstehen viel früher im Leben der Tiere, werden jedoch häufig als Modelle für 
sporadische, nicht-hereditäre PDAC verwendet (Gopinathan, Morton et al. 2015, 
Krempley and Yu 2017). Auch die Desmoplasie ist häufig nicht so stark ausgeprägt 
wie in humanem PDAC. Es ist möglich, dass durch die schnelle und multifokale 
Tumorentstehung und –entwicklung bei GEMMs den Stromakomponenten keine Zeit 
bleibt, schrittweise auf diese Entwicklung zu reagieren wie in humanem PDAC. 
Insbesondere die Ausbildung der Extrazellulärmatrix könnte einen längeren Zeitraum 
in Anspruch nehmen. Weitere wichtige Abweichungen bei der Tumorentwicklung 
zwischen Mäusen und Menschen kommen durch genetische Unterschiede zustande:  
So befinden sich beispielsweise die für p53 und BRCA1 kodierenden Gene bei 
Mäusen auf demselben Chromosom, was die Wahrscheinlichkeit einer simultanen 
Deletion erhöht (Sharpless and Depinho 2006). Auch weisen Mäuse eine andere 
Beschaffenheit der Telomere auf als Menschen, was zu Unterschieden bei der 
Entstehung und der Progression von Mutationen führt (Artandi, Chang et al. 2000, 
Krempley and Yu 2017).  
Insgesamt sind die Ergebnisse in GEMMs reproduzierbar und konsistent; 
Eigenschaften und Verhalten von PDAC in Mäusen können jedoch nicht einfach mit 
humanem PDAC gleichgesetzt werden. Es gibt viele experimentelle Tiermodelle, die 
die klinische Situation am Menschen nicht ausreichend repräsentieren. Die jeweiligen 
Systeme mit multiplen Signalwegen auf zellulärer und subzellulärer Ebene sind zu 
komplex, als dass der Effekt einer genetischen Intervention auf den Phänotyp exakt 
vorhergesagt werden könnte (Erkan, Hausmann et al. 2012, Perez-Mancera, Guerra 
et al. 2012). GEMMs sind nichtsdestotrotz derzeit die besten verfügbaren Modelle zur 
Untersuchung des PDAC. Die an ihnen erhobenen Daten sollten jedoch mit Vorsicht 
interpretiert werden (Erkan, Hausmann et al. 2012).  
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Falls durch antifibrotische Therapieansätze ein positiver Effekt erzielt werden kann, 
sind Patienten mit höherem ESPI wahrscheinlich diejenigen, die davon profitieren 
könnten. Das Gewebe insbesondere dieser Patienten wird von GEMMs derzeit nicht 
adäquat abgebildet.  
 
Unsere Studie zeigt eine weitere interessante Korrelation: Patienten mit niedriger 
PCC-Proliferation scheinen häufiger Lymphknotenmetastasen zu entwickeln (83% vs. 
61%, p=0.06). Dieser Unterschied ist nicht statistisch signifikant, aber es zeigt sich ein 
eindeutiger Trend, wobei natürlich zu beachten ist, dass dieser durch die Größe der 
Fallzahl bedingt sein könnte und somit mit Vorsicht interpretiert werden sollte. Eine 
mögliche Ursache könnte im langsameren Wachstum des Primärtumors begründet 
liegen, wodurch es erst zu einer Detektion des Tumors kommt, wenn er bereits 
Metastasen gebildet hat, beziehungsweise es primär zu einer Detektion der 
Metastasen kommt. Übereinstimmend zu dieser Theorie zeigen anaplastische Tumore 
zum Zeitpunkt der Diagnosestellung ein aggressives lokales Wachstum, weisen aber 
verglichen mit dem klassischen PDAC seltener Metastasen auf (Abiatari, Esposito et 
al. 2010, Clark, Arun et al. 2014). Alternativ kann auch die Tumormikroumgebung den 
Prozess der Metastasierung beeinflussen. Eine nährstoffarme Mikroumgebung könnte 
Tumorzellen einen Anreiz zur Metastasierung geben (Erkan, Reiser-Erkan et al. 2012). 
Wie oben bereits beschrieben konnten wir zeigen, dass abnehmende Nährstoff- 
beziehungsweise Wachstumsfaktor-Konzentrationen die Zellproliferation 
verlangsamen und gleichzeitig die Invasivität von Tumorzellen signifikant erhöhen 
(Abbildung 12).  
 
Es gibt einige Therapieansätze, die an einer Hemmung der Neoangiogenese des 
PDAC angreifen. Man hofft, dass durch die Normalisierung der Gewebeperfusion 
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durch Reduktion der unreifen hyperpermeablen Gefäße der Effekt von 
Chemotherapeutika an den Tumorzellen verbessert werden kann (Gkretsi, Zacharia et 
al. 2017). Ein Beispiel hierfür ist Bevacizumab, ein monoklonaler Antikörper, der 
VEGF-A blockiert. VA-lip-siRNAgp46 (an Vitamin A-Liposomen gebundene siRNA 
gegen das Kollagen-spezifische Chaperon gp46) wiederum soll beispielsweise durch 
Induktion eines Defektes der Kollagensynthese und Induktion von Apoptose aktivierter 
Sternzellen die Pankreasfibrose reduzieren und die Neoangiogenese hemmen 
(Ishiwatari, Sato et al. 2013). Durch ein Retinol-bindendes Protein wird das Molekül 
selektiv von pankretischen, jedoch auch von hepatischen Sternzellen aufgenommen 
(Ishiwatari, Sato et al. 2013).  
Beim PDAC ist die Mikrogefäß-Dichte im Vergleich zum normalen Pankreas auf 20% 
reduziert (Duner, Lopatko Lindman et al. 2010, Erkan, Hausmann et al. 2012). 
Unabhängig von der angiogenen Funktion der PSCs kommt es durch die 
kontinuierliche Ablagerung von ECM-Proteinen durch aktivierte PSCs um das feine 
Kapillar-Netzwerk im periazinären Raum schon physikalisch durch eine Verminderung 
der Blutzirkulation und des Sauerstoffaustauschs zu einer zunehmenden 
Gewebshypoxie (Erkan, Reiser-Erkan et al. 2009, Erkan, Reiser-Erkan et al. 2012). 
Als Antwort auf die Hypoxie erhöhen sowohl PSCs als auch PCCs die Produktion von 
Hypoxie-induziertem Faktor (HIF) 1α (Couvelard, O'Toole et al. 2005, Reiser-Erkan, 
Erkan et al. 2008), welcher wiederum unter anderem durch Stimulation der Chemical 
Chemokine 2 (CCL2)- Sekretion die Entzündungsreaktion und Fibrose des PDAC 
fördert (Li, Li et al. 2016). Da das Vorliegen von Hypoxie einen Stimulus für PSCs 
darstellt, breitet sich so die Reaktion weiter auf das umliegende Gewebe aus, wodurch 
sich ein Halo von Veränderungen ähnlich denen der chronischen Pankreatitis um den 
Tumor ausbildet (Erkan, Hausmann et al. 2012). PSCs können proangiogene 
Substanzen wie Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), Fibroblast Growth Factor 
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(FGF) und Periostin produzieren; sie haben eine höhere angiogene Potenz als PCCs 
(Erkan, Hausmann et al. 2012). Insgesamt weisen PSCs und PCCs aber durch 
reziproke Interaktionen eine prädominant antiangiogene Wirkung auf (Erkan, Reiser-
Erkan et al. 2009, Erkan, Hausmann et al. 2012). Im Gegensatz hierzu zeigten 
Untersuchungen an Mausmodellen, dass Tumore, bei denen PCCs und PSCs 
zusammen in die Tiere injiziert wurden, eine höhere Mikrogefäß-Dichte aufweisen als 
bei Injektion von PCCs alleine (Bachem, Schunemann et al. 2005, Hwang, Moore et 
al. 2008). Diese konsistenten Ergebnisse an Mäusen spiegeln die klinischen 
Verhältnisse beim Menschen nicht wider, was erneut zeigt, dass die verwendeten 
Mausmodelle nur eingeschränkt auf die Situation beim Menschen übertragbar sind 
(Erkan, Hausmann et al. 2012).  
In humanem PDAC kann den Sternzellen bislang letztlich keine eindeutige 
proangiogene oder antiangiogene Rolle zugeordnet werden (Erkan, Adler et al. 2012). 
Eine Theorie ist, dass PSCs in Abhängigkeit von ihrer Lokalisation und vom 
Krankheitsstadium einen unterschiedlichen Einfluss auf die Angiogenese haben 
(Erkan, Adler et al. 2012, Xue, Jia et al. 2018). So könnten PSCs in früheren Stadien 
im Bereich der Tumorfront eher für eine proangiogene Mikroumgebung sorgen; in 
fortgeschritteneren Stadien sowie in dichten fibrotischen Arealen könnten sie hingegen 
eine antiangiogene Mikroumgebung unterstützen (Erkan, Adler et al. 2012). 
Es ist wahrscheinlich, dass die in den meisten Tumoren bereits fibrotische, 
hypovaskularisierte und somit hypoxische Mikroumgebung verantwortlich für den 
Misserfolg antiangiogener Therapieansätze beim PDAC im klinischen Setting ist 
(Erkan, Reiser-Erkan et al. 2009, Erkan, Hausmann et al. 2012). So zeigte sich 
beispielsweise in einer doppelblinden randomisierten, Plazebo-kontrollierten Phase III-
Studie bei der Anwendung von Gemcitabin plus Bevacizumab bei 602 Patienten mit 
fortgeschrittenem Pankreaskarzinom kein Vorteil gegenüber Gemcitabin plus Placebo 
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(Kindler, Niedzwiecki et al. 2010). Insgesamt erlangt kaum einer der 
vielversprechenden antiangiogenen Therapieansätze die Marktreife. Somit stellt sich 
die Frage, ob eine Hemmung der Neoangiogenese überhaupt zielführend und nicht in 
manchen Fällen sogar kontraproduktiv ist. Sicherlich ist der Einsatz antiangiogener 
Therapeutika nicht unselektiv bei allen Patienten und in jeder Situation sinnvoll. 
Vielmehr müssen die Einflüsse der Tumormikroumgebung und der Tumor-Stroma-
Interaktion weiter untersucht werden. Hierfür ist eine genaue Kenntnis der 
Beschaffenheit des Stromas essentiell und es muss geklärt werden, inwieweit sich 
Ergebnisse an Mausmodellen auf den Menschen übertragen lassen.  
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Antifibrotische Therapieansätze spielen derzeit eine große Rolle bei dem Versuch, die 
nach wie vor meist infauste Prognose des Pankreaskarzinoms zu verbessern. Sie 
sollen durch eine Verringerung der Desmoplasie erreichen, dass Therapeutika besser 
zu den Tumorzellen gelangen und dass keine Selektion von aggressiven 
therapieresistenten Tumorzellklonen stattfindet; der Circulus vitiosus zwischen 
Tumorzellen und tumorsupportiver Mikroumgebung soll unterbrochen werden. Bei in 
vitro- Untersuchungen und an Mausmodellen zeigten sich vielversprechende 
Ergebnisse solcher Therapeutika, die in klinischen Studien allerdings nicht bestätigt 
werden konnten (Bahrami, Khazaei et al. 2017). Unsere Studie beleuchtet mögliche 
Ursachen für diese Diskrepanz. So konnten wir in humanem Gewebe sowie in 
primären humanen pankreatischen Sternzellen zeigen, dass die αSMA-Expression der 
PSCs nicht mit ihrer Proliferationsrate übereinstimmt, sondern dass vielmehr eine 
inverse Korrelation besteht. Sie korreliert auch weder beim Menschen noch in GEMMs 
mit der Kollagenablagerung. Die αSMA-Expression, der am häufigsten verwendete 
Marker für die myofibroblastische Transdifferenzierung von pankreatischen 
Sternzellen, kann also nicht mit Sternzell-„Aktivität“ gleichgesetzt werden und ist nicht 
dazu geeignet, die fibrogenen Eigenschaften der PSCs zu erfassen.  
Unsere Daten zeigen weiterhin, dass die Stromabeschaffenheit bei den Patienten sehr 
unterschiedlich ausgeprägt ist und dass einzelne Stromakomponenten 
übereinstimmend mit aktuellen Studien einen protektiven Effekt haben könnten. Der 
ESPI wurde dabei als neuer unabhängiger prognostischer Faktor für das humane 
PDAC definiert. Patienten mit einem ESPI ≤2 weisen ein signifikant besseres 
Überleben auf. Bei ihren Tumoren kann die Proliferation der PSCs mit der der PCCs 
mithalten; sie zeigen eine hohe PSC-Proliferationsrate bei geringer αSMA-Expression 
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und Kollagenablagerung. Ein solches dynamisches Stroma, das bei etwa 30% der 
Patienten gefunden wurde, scheint sich also protektiv auszuwirken und zwar in einem 
solchen Ausmaß, dass ansonsten vergleichbare Patienten ein dreifach längeres 
Überleben (40 Monate vs. 13 Monate) erreichen. Die Rolle insbesondere der PSCs 
und der Periostin-Expression, sowie die Rolle des Tumorstromas insgesamt lässt sich 
nicht als einheitlich Tumor-supportiv oder als protektiv werten; unsere Daten weisen 
darauf hin, dass diese Parameter in Abhängigkeit von der Gesamtzusammensetzung 
des Stromas einen unterschiedlichen, sogar gegensätzlichen Einfluss auf die 
Tumorprogression haben können.  
Unsere vergleichende Analyse des Tumorstromas beim Menschen und bei genetisch 
modifizierten Mausmodellen zeigt, dass signifikante Unterschiede der 
Tumormikroumgebung zwischen Menschen und Mausmodellen, die auf einer 
Aktivierung des K-ras- Onkogens basieren, bestehen. So weist humanes Gewebe eine 
deutlich höhere Tumor- sowie auch Sternzellproliferation auf als murines Gewebe. 
Trotz einer signifikant höheren αSMA-Expression in humanen Tumoren zeigen murine 
Tumore eine höhere Kollagenablagerung in ihrem Stroma. Die Periostin-Expression 
ist beim Menschen deutlich höher als in murinem Gewebe und unterscheidet sich auch 
stark zwischen den verschiedenen Mausmodellen. Dies zeigt, dass die Modelle in 
Bezug auf das Tumorstroma beim PDAC nur eingeschränkt mit den Verhältnissen im 
Menschen vergleichbar sind. Die untersuchten GEMMs unterscheiden sich auch 
untereinander stark, was bedeutet, dass ein Modell für eine Studie sorgfältig je nach 
Fragestellung ausgewählt und die Resultate entsprechend in Bezug auf die 
Eigenschaften des Modells interpretiert werden sollten. Neue innovative Modelle 
könnten die Verhältnisse beim Menschen besser abbilden.  
Im Hinblick auf mögliche neue Therapieoptionen des PDAC müssen die Tumor-
Stroma-Interaktionen dringend eingehender untersucht werden. So könnten 
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beispielsweise die geringen Ansprechraten auf Gemcitabin oder auf neoadjuvante 
Therapien wie die Kombinationstherapie mit Gemcitabin und Radiatio in der 
Beschaffenheit des Tumorstromas der Patienten begründet liegen. Mit einem 
besseren Verstehen der Funktionen des Tumorstromas könnte die Therapie auf den 
jeweiligen Patienten zugeschnitten werden. So scheint eine nichtselektive 
antifibrotische Therapie für Patienten mit ESPI ≤2, die das längste Überleben 
aufweisen, kontraproduktiv zu sein, könnte bei Patienten mit hohem ESPI aber 
durchaus einen positiven Effekt haben. Dabei sollte das gesamte Stroma mit seinen 
verschiedenen Komponenten und deren Interaktionen, einschließlich den 
Bestandteilen der Extrazellulärmatrix, den Fibroblasten, der vaskulären Komponente 
und den Immunzellen, betrachtet werden. Auch im Hinblick auf das Krankheitsstadium 
kann die Tumormikroumgebung jeweils unterschiedlichen Einfluss haben. An dem 
späten Interventionszeitpunkt, an dem sich die meisten Patienten befinden, da das 
PDAC nicht früher entdeckt wird, könnten sich antifibrotische Theapeutika ebenfalls 
nachteilig auswirken. Das dichte Stroma scheint hier als Barriere gegen 
Tumorwachstum und –metastasierung zu fungieren; die Anpassung des Tumors an 
die desmoplastische Mikroumgebung mit Selektionierung aggressiverer 
Tumorzellklone hat bereits stattgefunden. 
Zukünftige Ziele sind die Entwicklung neuer diagnostischer Methoden, um die 
Stromaeigenschaften schon in frühen Krankheitsstadien oder sogar schon in 
Krebsvorstufen zu analysieren. Dadurch könnten Interventionen an der Tumor-
Stroma-Einheit früher stattfinden und möglicherweise könnte sogar eine 
Früherkennung des PDAC erzielt werden. Durch eine weitere genauere Analyse 
könnten neue Schlüsselsignalwege und -moleküle gefunden werden, die eine 
Entkoppelung von als Tumor-supportiv identifizierten Krebszell-Sternzell-Interaktionen 
möglich machen könnten. Neue Technologien wie Genomic Tumor-Profiling könnten 
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weitergehende Informationen liefern, um Patientenkollektive zu identifizieren, die von 
einer bestimmten Therapiestrategie profitieren und somit eine individuell angepasste 
zielgerichtete Therapie für die Patienten ermöglichen (Barati Bagherabad, Afzaljavan 
et al. 2017, Chiaravalli, Reni et al. 2017).  
Unsere Studie weist mehrere Limitationen auf. So ist beispielsweise die 
Quantifizierung von Ki67 im Stroma sehr schwierig und könnte durch die 
Missinterpretation von PCC als PSC Fehler aufweisen. Bei den verschiedenen 
Mausmodellen wurde das Gewebe von jeweils ca. 20 Tieren untersucht; auch diese 
moderaten Fallzahlen könnten zu einem Bias führen.  
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